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O treinamento resistido e o suporte nutricional estimulam a hipertrofia muscular. 
Inversamente, o repouso no leito, imobilização do membro, microgravidade, lesão da 
medula espinhal, lesão periférica, lesão tendínea, entre outros estímulos, resultam 
em atrofia muscular. A atrofia muscular pode surgir de situações como: elevação da 
proteólise, diminuição da síntese protéica ou ambas. A suplementação com β-
hidroxi-β-metilbutirato (HMB), tem sido utilizada como medida anti-catabólica, em 
situações desde caquexia até lesões musculares induzidas pelo exercício. Diante 
disto, este estudo objetivou verificar quais os efeitos da suplementação com HMB 
sobre a atrofia muscular induzida pela imobilização da pata posterior esquerda em 
posição de encurtamento de ratos Wistar, durante um período de sete dias. Foram 
realizadas as seguintes análises: massa corporal total; peso do sóleo; área de seção 
transversa das fibras musculares do sóleo; análise ultra-estrutural dos sarcômeros 
das fibras musculares do sóleo; proteólise total pela liberação de tirosina do músculo 
em meio de incubação; peroxidação lipídica; expressão protéica do NF-kB e 
produção basal de lactato no meio de incubação. Os animais foram submetidos à 
imobilização da pata posterior esquerda em posição de encurtamento durante sete 
dias, divididos em dois grupos (HMB e placebo – CaCO3), e, suplementados por 
gavagem com 76 mg.kg.-1d-1 de HMB ou CaCO3. Foi verificado ao sétimo dia que a 
imobilização da pata posterior diminuiu a massa corporal total, o peso do sóleo, área 
de secção transversa das fibras musculares do sóleo e causou lesões nos 
sarcômeros das fibras musculares do sóleo em comparação aos dos músculos não 
imobilizados. Contudo, a suplementação com HMB não foi capaz de alterar estes 
parâmetros envolvidos na atrofia muscular em comparação ao placebo. 
Diferentemente do que se esperava, os músculos atrofiados não elevaram a taxa de 
proteólise em comparação à dos músculos contra-lateral controles. A expressão do 
NF-KB não alterou nos músculos sujeitos à imobilização ou controles de ambos os 
grupos. A produção de lipoperóxidos, e a produção basal de lactato do sóleo em 
meio de incubação elevaram-se nos músculos atrofiados em comparação à dos 
contra-lateral, porém, a suplementação com HMB não alterou estes parâmetros. 
Diante destes resultados, conclui-se que a suplementação com HMB não foi capaz 




envolvidos na atrofia muscular induzida pela imobilização. A falta de elevação na 
proteólise total dos músculos imobilizados em comparação aos controles, é uma 
indicativa de que os músculos imobilizados estão se atrofiando devido a uma 
diminuição da síntese protéica ao invés de um aumento na proteólise no sétimo dia. 
 



































Resistance training and nutritional support have been used to stimulate muscle 
hypertrophy. Conversely, bed rest, limb immobilization, microgravity, spinal cord 
injury, peripheral injury, tendon injury, and other stimuli result in muscle atrophy. 
Muscle atrophy can arise from situations such as: increased proteolysis, decreased 
protein synthesis, or both.  Supplementation with β-hydroxy-β-methylbutyrate (HMB) 
has been used as anti-catabolic agent in situations leading to cachexia and also to 
muscle damage induced by exercise. This study aimed to assess the effects of HMB 
supplementation on muscle atrophy induced by immobilization of the hindlimb in a 
shortened position of rats over a period of seven days. We measured the followed: 
total body mass, soleus muscle weight, cross-sectional area of soleus muscle fibers, 
ultra-structural analysis of the sarcomeres of muscle fibers of the soleus, overall 
proteolysis by the release of tyrosine from muscle incubation, peroxidation lipid, 
protein expression of NF-kB and, basal production of lactate by the muscle. The 
animals were subjected to immobilization of the left hindlimb in a shortened position 
for seven days, and divided into two groups (HMB and placebo – CaCO3), and 
supplemented by gavage with 76 mg.kg.-1d-1 of HMB or CaCO3. We found that 
immobilization of the hindlimb reduced the total body mass, tweight of the soleus, 
cross-sectional area of muscle fibers of the soleus and caused damage to the 
sarcomeres of muscle fibers in soleus muscles when compared to non-
immobilized. Supplementation with HMB was not able to change these 
parameters. Unlike what was expected, muscles atrophy did not increase the rate of 
proteolysis when compared to the contralateral muscles which were the control ones.  
The expression of NF-KB was not altered in muscle from immobilized or controls of 
both groups. The production of lipidperoxide and basal production of lactate in the 
soleus incubated increased in the muscles atrophied when compared to the 
contralateral side. Again, HMB supplementation did not alter these parameters. In 
summary supplementation with HMB was not able to reversal the skeletal muscle 
atrophy induced by immobilization, or the parameters involved in muscle atrophy 
induced by immobilization. The lack of increase in total proteolysis of the immobilized 




due to a decrease in protein synthesis rather than an increase in proteolysis in the 
seventh day. 
 


























A musculatura esquelética é um tecido altamente plástico capaz de alterar 
suas propriedades funcionais e bioquímicas de acordo com as alterações as quais 
ele é submetido. 
É bem estabelecido que a sobrecarga crônica induzida pelo exercício resistido 
ou alongamento da musculatura esquelética resultam em alterações fenotípicas e 
morfológicas. Estas alterações resultam em aumento do conteúdo protéico 
intracelular e pode aumentar a capacidade de gerar força (ADAMS, et al., 2004; 
ISHIHARA, et al., 1998; SOARES, et al., 2007). Muitas destas alterações estão muito 
bem estabelecidas, principalmente as relacionadas à síntese protéica (HERSHEY, 
1991), no entanto, os mecanismos e os ativadores moleculares por trás desses 
processos estão começando a serem mais bem estudados e entendidos. 
A perda de massa muscular esquelética é um fenômeno muito comum 
presentes em condições patológicas como o câncer, sepse e diabetes mellitus, e 
dependendo do estado do indivíduo, estas condições podem levar a caquexia e 
também ao óbito. Por outro lado, condições como diminuídos padrões habituais de 
atividade física, repouso no leito, imobilização de membros, desnervação muscular e 
exposição à microgravidade ou ausência de sobrecarga também levam à atrofia 
muscular (JACKMAN; KANDARIAN, 2004). A perda de tecido muscular esquelético 
provocada por estas condições é um fenômeno conhecido como atrofia muscular 
induzida pelo desuso, onde as conseqüências funcionais e morfológicas comuns são: 
diminuída área de secção transversa da fibra muscular e do conteúdo protéico, 
reduzida produção de força e potência, e por fim, aumentadas fatigabilidade e 
resistência à insulina (PAVY-LE, et al., 2007). 
O desuso da musculatura esquelética, devido à diminuição da sobrecarga 
imposta, leva ao decréscimo na taxa de síntese protéica e ao aumento na taxa de 
degradação protéica (BAAR, et al., 2006; JACKMAN; KANDARIAN, 2004), No 
entanto as moléculas e processos envolvidos na atrofia muscular são pouco 
conhecidos. 
Atualmente, tem-se verificado que muitos agentes estão envolvidos com a 




ter importante impacto sobre a saúde e qualidade de vida do indivíduo que esteja 
numa condição de atrofia muscular. 
 Um metabólito do aminoácido essencial leucina, conhecido como β-hidroxi-β-
metilbutirato (HMB), tem mostrado ser capaz de atenuar a perda de massa muscular 
no câncer (MAY, et al., 2002), na síndrome de imunodeficiência adquirida (AIDS) 
(CLARK, et al., 2000) e na idade avançada (VUKOVICH, STUBBS, BOHLKEN, 
2001). Na atrofia muscular induzida pelo câncer, o HMB foi mostrado ser capaz de 
atenuar a depressão da síntese protéica assim como reprimir o aumento da 
degradação protéica (SMITH, WYKE, TISDALE, 2005). No entanto, ainda não foi 
descrito o seu papel em músculos submetidos a atrofia induzida pela imobilização. 
Diante das citações descritas acima sobre os efeitos da suplementação com 
HMB sobre condições catabólicas que levam a atrofia muscular esquelética, pode-se 
esperar que a suplementação com HMB, venha exercer efeitos fisiológicos positivos 
sobre a atrofia muscular esquelética induzida pela imobilização da pata posterior 























1.1 OBJETIVO GERAL 
 
 Este estudo teve como objetivo principal analisar os efeitos da suplementação 
com β-hidroxi-β-metilbutirato sobre os parâmetros envolvidos na atrofia muscular 
esquelética induzida pelo desuso através da imobilização unilateral da pata posterior 
esquerda em posição encurtamento de ratos da linhagem Wistar. 
 
1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
Para alcançar este objetivo, foram analisados os seguintes parâmetros: 
 
 Massa corporal total e peso do músculo sóleo; 
 Área de secção transversa do sóleo; 
 Análise ultra-estrutural do sóleo; 
 Expressão protéica da subunidade do fator nuclear kappa B (NF-kB); 
 Proteólise total; 
 Lipoperoxidação da musculatura esquelética; e 




 H0 – A suplementação com HMB não atenuará a atrofia muscular induzida 
pelo desuso e os mecanismos envolvidos na atrofia; 
 H1 – A suplementação com HMB atenuará a atrofia muscular induzida pelo 












2 REVISÃO DA LITERATURA 
 
 
2.1 PLASTICIDADE MÚSCULAR ESQUELÉTICA 
 
 A musculatura esquelética é composta de uma heterogeneidade de fibras 
musculares, as quais diferem em sua capacidade fisiológica e metabólica. Esta 
diversidade permite que diferentes grupos musculares desempenhem uma variedade 
de propriedades funcionais. Em resposta alterações as quais a musculatura 
esquelética é submetida, esta se remodela por meio da ativação das vias de 
sinalização que reprogramam a expressão gênica para sustentar a performance 
muscular.  
 Estudos que utilizam o exercício, estimulação elétrica, modelos de animais 
transgênicos, estados de doenças e microgravidade, tanto pela suspensão da pata 
posterior como pela exposição a uma situação chamada de bed rest (repouso total) 
mostram alterações na expressão gênica, mudança nas transições de fibras 
musculares em respostas as demandas funcionais (BASSEL-DUBY; OLSON, 2006). 
 A musculatura esquelética têm importante capacidade de se ajustar aos 
diferentes estímulos. A sobrecarga mecânica resulta em crescimento radial da 
musculatura esquelética por meio da adição de sarcômeros em paralelo (GLASS, 
2005; TSIKA, et al., 1987), enquanto o alongamento pode levar à adição de 
sarcômeros em série, resultando em crescimento longitudinal, especialmente nos 
músculos sóleos, devido a sua posição anatômica (GRIFFIN, et al., 1971). 
 Vias de sinalização dependente do cálcio, co-ativadores e co-repressores 
transcricionais, e, inúmeros fatores de transcrição também têm mostrado estar 
envolvidos no remodelamento muscular esquelética (BASSEL-DUBY; OLSON, 
2006). Um maior entendimento dos mecanismos envolvidos na modulação dos 
fenótipos músculos esqueléticos pode auxiliar no desenvolvimento de novas medidas 
terapêuticas para melhorar situações catabólicas e metabólicas encontradas em 








2.2 VIAS DE SINALIZAÇÃO ENVOLVIDAS NA ATROFIA MUSCULAR 
INDUZIDA PELO DESUSO 
 
É bem estabelecido que o desuso da musculatura esquelética decorrente da 
baixa sobrecarga resulte em decréscimo na taxa de síntese protéica e aumento na 
taxa de degradação protéica (BAAR, et al., 2006; LOUGHNA, et al., 1986; 
JACKMAN; KANDARIAN, 2004). Sabe-se que na síntese protéica ocorre a tradução 
de um ácido ribonucléico mensageiro (RNAm) à proteínas, nas fases de iniciação, 
alongação e terminação (KIMBALL; JEFFERSON, 2001), no entanto, a atrofia 
muscular induzida pelo desuso parece influenciar negativamente a iniciação 
traducional (JACKMAN; KANDARIAN, 2004). 
A quantidade total do repressor traducional, proteína de ligação-1 do fator de 
iniciação eucariótico 4E (4E-BP-1), ligado ao fator de iniciação eucariótico 4E 
(eIF4E), é aumentada em 14 dias de baixa sobrecarga imposta sobre o músculo 
gastrocnêmio de ratos, o que sugere um envolvimento no decréscimo da taxa 
traducional observada na atrofia induzida pelo desuso (BODINE, et al., 2001). 
Consistente com este achado, outro estudo também demonstrou que a atrofia 
muscular induzida pelo desuso leva a um marcado aumento no RNAm da proteína 
inibitória da iniciação da tradução, a 4E-BP-1 (STEVENSON, et al., 2003). Além do 
mais, tem-se mostrado que o RNAm da proteína quinase do fator de alongação 
eucariótico-2 (eEF2K), um outro inibidor da síntese protéica, é auto-regulado em 
quatro dias de indução da atrofia pelo desuso, alcançando um pico de cinco vezes 
nos valores basais em sete dias (STEVENSON, et al., 2003). A fosforilação do fator 
de iniciação eucariótico-2 (eEF2) pelo eEF2K resulta em redução global na 
biogênese ribossomal (WANG et al., 2006). Portanto, aumento na expressão do 
eEF2K, poderia levar a decréscimo na capacidade de sintetizar proteína no músculo 
em estado de baixa sobrecarga ou de inatividade, mostrando que no desuso, a 
atrofia muscular parece ocorrer também pela diminuição da síntese protéica. 
 Existem quatro vias proteolíticas conhecidas que levam à atrofia muscular: a 
via de sinalização das catepsinas ou lisossomais; das calpaínas dependentes de 
cálcio (Ca2+); das caspases e da ubiquitina proteassoma ATP-dependente 
(JACKMAN; KANDARIAN, 2004; KANDARIAN; STEVENSON, 2002; KANDARIAN; 





2.2.1 Via de proteolítica dependente das catepsinas 
 
 Os lisossomos são organelas encapsuladas que contém grande número de 
proteases conhecidas como catepsinas B, D, H e L, assim como outras hidrolases 
ácidas. Tem-se mostrado que nove dias de suspensão da pata posterior resulta em 
perda de massa muscular no sóleo dos ratos submetidos a esta condição, devido à 
acentuada proteólise (TAILLANDIER, et al., 1996).  
Mensurações “in vitro” mostraram que a atividade das catepsinas B, B+L e 
calpaína-m aumentaram em 111%, 92% 180% respectivamente, juntamente com 
elevada concentração do RNAm destas proteases (TAILLANDIER, et al., 1996). No 
entanto, quando esta via é comparada com a via proteolítica dependente de Ca2+, a 
via lisossomal conta somente com 9% da taxa de proteólise total, e com a metade 
da proteólise induzida pela via das calpaínas (TAILLANDIER, et al., 1996). Estas 
observações são consistentes com a atual visão de que as catepsinas não 
degradam proteínas citosólicas, como as proteínas miofibrilares. Ao invés disso, seu 
maior papel está na degradação de proteínas de membrana tais como receptores, 
canais de íons, transportadores (JACKMAN; KANDARIAN, 2004). 
 Recentemente foi demonstrado que a proteólise dependente da 
autofagia/lisossomal apresenta mecanismos mais complexos, após as análises em 
músculos de ratos atrofiados devido à desnervação (ZHAO, et al., 2008). Foi 
relatado que há uma diminuída atividade da via de sinalização do IGF-1/PI3K/Akt e 
uma aumentada autofagia por meio do fator de transcrição FoxO3, e uma regulação 
coordenada entre os sistemas proteassomal e lisossomal (ZHAO, et al., 2008). Estas 
evidências nos mostram o quanto os mecanismos indutores de atrofia operam 
harmonicamente um com o outro e o quanto é importante um maior conhecimento 
de como estes mecanismos operam, para entrar com uma medida que evite ou 
atenue esta condição.  
 
2.2.2 Via proteolítica das calpaínas dependentes de Ca2+ 
 
 As calpaínas fazem parte de uma grande família de proteases cisteínas 
dependentes de Ca2+. As fibras músculares esqueléticas contém as calpaínas-1 e -2, 
e uma calpaína especifica do músculo conhecida como calpaína -3 ou p94 (GOLL, et 




normal da musculatura esquelética, embora provavelmente elas estejam envolvidas 
na organização do citoesqueleto, ciclo celular e apoptose (GOLL, et al., 2003). 
O aumento nas concentrações de Ca2+ intracelulares pode ativar as calpaínas 
concentradas no disco-Z (KANDARIAN; STEVENSON, 2002), e aumentar a 
proteólise muscular. Tem-se se demonstrado que as calpaínas degradam proteínas 
como a fodrina, nebulina (VERMAELEN, et al., 2007), titina, proteína-C, vinculina 
entre outras, as quais são conhecidas substratos das calpaínas (JACKAMN; 
KANDARIAN, 2004). Assim, a clivagem da titina, proteína que mantém o 
alinhamento do sarcômero, permite a liberação das miofibrilas para serem 
ubiquitinadas e subseqüentemente degradadas no proteassoma (KANDARIAN; 
STEVENSON, 2002), pois o proteassoma não é capaz de degradar proteínas 
intactas. Foi mostrado em ratos, com a pata posterior imobilizada, que as calpaínas-
1 e -2, estão envolvidas no desenvolvimento da atrofia de músculos com a 
característica predominantemente oxidativa, e que, existe uma diferença nas vias 
proteolíticas entre os músculos predominantemente lentos e rápidos (VERMAELEN, 
et al., 2007).  
 
2.2.3 Via proteolítica dependente das Caspases 
 
As caspases constituem um grupo de família de proteases de cisteína 
(peptidases que usam um resíduo de cisteína como nucleófilo catalítico) com a 
capacidade para clivar proteínas alvos nos sítios próximos ao resíduo de ácido 
aspártico. As caspases estão envolvidas na apoptose ou morte celular programada, 
a qual é essencial para o desenvolvimento embrionário e de muitas patologias 
(LEEUWENBURGH, et al., 2005). 
A ativação da caspase-3 por meio da conexão entre a via de sinalização da 
PI3K/Akt e ativação das vias proteolíticas têm importante papel na atrofia muscular 
induzida por doenças como o câncer e o diabetes (BELIZARIO, et al., 2001, DU, et 
al., 2004). 
Sabe-se que o sistema proteolítico ubiquitina proteassoma é capaz de 
degradar monômeros de actina ou miosina, no entanto, este sistema não é capaz de 
quebrar os complexos actomiosina intactos (KANDARIAN; JACKMAN, 2006). Neste 
sentido, as caspases podem ter ações similares às calpaínas em tornar as proteínas 




Assim, foi mostrado que o tratamento dos complexos de actomiosina solúveis da 
musculatura esquelética de ratos diabéticos com caspase-3 recombinante, levava a 
uma acentuada proteólise, entretanto, este efeito foi reduzido após o tratamento com 
um inibidor de caspase-3 (DU, et al., 2004). Embora estudos prévios tenham 
buscado investigar e elucidar os mecanismos das caspases, não há evidências 
mostrando o seu papel na atrofia muscular induzida pelo desuso.  
 
2.2.4 Via Proteolítica dependente do proteassoma 
 
 O proteassoma 26S é um grande complexo multiprotéico que consiste do 
centro proteolítico 20S e de dois “anéis” o 19S, o qual é responsável pela 
degradação das proteínas ubiquitinadas (JACKMAN; KANDARIAN, 2004). A 
degradação da maioria das proteínas miofibrilares decorrente da atrofia ocorre no 
proteassoma, e o processo de ubiquitinação envolve a cooperativa interação das 
três enzimas da via conhecidas como E1 ou ativante da ubiquitina, E2 ou conjugante 
de ubiquitina e a E3 ou ligante de ubiquitina (GLICKMAN; CIECHANOVER, 2002; 
JACKMAN; KANDARIAN, 2004; KANDARIAN; STEVENSON, 2002). A ubiquitina é 
primeiramente ativada por meio da ação da E1 num processo dependente de ATP. A 
ubiquitina ativada é então transferida para a E2, e em seguida a enzima E3, a qual 
se encontra ligada à proteína substrato a ser marcada e posteriormente degradada, 
se liga a E2. Neste sentido, a E2 transfere a ubiquitina para a proteína alvo, ligada a 
E3 marcando-a para posterior degradação no proteassoma. Este processo é 
repetido várias vezes até que uma cadeia de quatro ou mais moléculas de ubiquitina 
tenham sido formadas, para que seguidamente a proteína alvo seja degrada em 
pequenos peptídeos no proteassoma (KANDARIAN; STEVENSON, 2002). 
 O proteassoma não é capaz de degradar proteínas intactas, e acredita-se que 
e a quebra de proteínas miofibrilares tanto pelas calpaínas (GOLL, et al., 2003) 
como pela caspase-3 (DU, et al., 2004) seja um pré-requisito para a ubiquitinação e 
posterior degradação destas no proteassoma. Assim, no desuso, as caspases e as 
calpaínas atuam liberando as miofibrilas do sarcômero, e estas entrem no processo 
de ubiquitinação por meio da ação das enzimas E1, E2 e E3, para a posterior 
degradação no proteassoma (KANDARIAN; STEVENSON, 2002; KANDARIAN; 





 Duas proteínas que são comumente utilizadas como marcadores de 
proteólise da via ubiquitima proteassoma são a MAFbx (muscle atrophy F-box), 
também conhecida como atrogin 1, e a MuRF-1 (muscle ring finger 1) (KANDARIAN; 
STEVENSON, 2002; KANDARIAN; JACKMAN, 2006; JACKMAN; KANDARIAN, 
2004). Dois grupos de pesquisa diferentes identificaram simultaneamente uma ligase 
da proteína ubiquitina que contém um domínio F-box classificando-a com dois 
nomes diferentes, porém, com a mesma função. Esta proteína é a atrogin-1, o qual é 
auto-regulado na caquexia (GOMES, et al., 2001), o qual também é conhecida como 
MAFbx, que é auto-regulada também no desuso (BODINE, et al., 2001). 
Camundongos knockout da MAFbx submetidos a desnervação, apresentaram uma 
redução na atrofia do gastrocnêmio em 56% ao décimo quarto dia (BODINE, et al., 
2001). Já camundongos knockout da MuRF1 apresentaram redução de 36% na 
atrofia muscular depois de 15 dias de desnervação do gastrocnêmio (BODINE, et al., 
2001). Estes efeitos demonstram a importância destas duas proteínas na atrofia 
muscular, e justifica a importância de utilizá-las como marcadores de atrofia 
muscular. 
 
2.3 TRANSDUÇÃO DE SINAL E PROTEÓLISE NA ATROFIA MUSCULAR 
 
2.3.1 Relação entre a via da PI3K-Akt e FoxO na Atrofia Muscular 
 
 Tem sido demonstrado que a diminuída atividade da via da PI3K/Akt, ativa o 
fator de transcrição FoxO, no qual resulta no aumento da expressão gênica da 
atrogin-1/MAFbx, porém, o tratamento com IGF-1 ou aumentada expressão da Akt 
inibe a expressão da atrogin-1 (EDSTRÖM, et al., 2006). Assim, os fatores de 
transcrição FoxO têm papel crítico no desenvolvimento da atrofia muscular, e a 
inibição destes fatores é uma atrativa abordagem para combater o processo de 
atrofia induzida pelo desuso. 
 Os fatores de transcrição FoxO (Forkhead box O), fazem parte de uma 
subfamília de um grande grupo de fatores de transcrição “forkehead”. As células dos 
mamíferos contêm três membros desta família, Foxo1 (FKHR), Foxo3 (FKHRL1) e a 
Foxo4 (AFX) (TRAN, et al., 2003). A Akt atenua a função de todos os três fatores de 
trancrição Foxo por meio da fosforilação em resíduos conservados, mantendo-os no 




relacionados com a atrofia, nos quais são chamados de “atrogenes”, e este fator de 
transcrição, está envolvido em muitos tipos de atrofia muscular (LECKER, et al., 
2004). 
 Camundongos transgênicos hiper-expressando a FoxO1, mostraram 
decréscimo significativo no tamanho das fibras do tipo I e do tipo II, além de 
decréscimo no número de fibras do tipo I (KAMEI, et al., 2004). Por outro lado, a 
atividade de corrida realizada na esteira significativamente reduziu a atividade da 
FoxO1, nos indivíduos transgênicos em comparação aos controles (KAMEI, et al., 
2004). 
 Verificou-se que humanos com doença pulmonar obstrutiva crônica, com a 
musculatura esquelética tanto em atrofia quanto normal, as concentrações das 
proteínas FoxO1, Akt e 4E-BP1 estavam aumentadas (DOUCET, et al., 2007). Em 
adição, as concentrações do RNAm das ubiquitinas ligases atrogin-1 e MuRF1 
também estavam aumentadas em sujeitos com atrofia em comparação aos sujeitos 
controle (DOUCET, et al., 2007). Diante disto, foi sugerido que a regulação 
transcricional das ubiquitinas ligases ocorrem via FoxO1, porém, nem sempre são 
dependentes da Akt, demonstrando que, ao menos nestes indivíduos, parece existir 
um aumento na expressão das vias de sinalização hipertróficas na tentativa de 
restaurar massa muscular perdida (DOUCET, et al., 2007).  
 Além do papel da Foxo1 na atrofia muscular, a Foxo3, é um fator de 
transcrição bem caracterizado na atrofia muscular. Em músculos atrofiados devido 
ao jejum, diabetes, uremia ou câncer, os níveis do RNAm da Foxo1 e da Foxo3 
aumentam (FURUYAMA, et al., 2003; LECKER, et al., 2004). Além do mais, tem sido 
demonstrado que a forma constitutivamente ativa da Foxo3 age no promotor da 
atrogin-1, causando uma severa atrofia tanto em miotúbulos como em fibras 
musculares (SANDRI, et AL., 2004). Estes estudos demonstram que os fatores de 
transcrição Foxo têm importante papel na atrofia muscular, e que a sua inibição é 
uma atrativa abordagem para combater a atrofia muscular.  
 
2.3.2 NF-kB como Molécula de Sinalização na Atrofia Muscular 
 
 O fator de transcrição nuclear kappa-B (NF-kB) é um complexo protéico o 
qual foi mostrado estar envolvido no processo de atrofia muscular induzida pelo 




A, Rel B, c-Rel, p52 e a p50), os quais medeiam uma variedade de processos de 
acordo com o tipo de célula e dos ativadores específicos (KANDARIAN ; JACKMAN, 
2006). 
A ativação do NF-kB se dá por meio da ubiquitinação e degradação de sua 
proteína inibitória IkB, que em estado normal encontra-se ligada ao NF-kB 
mantendo-o no citoplasma (KANDARIAN; JACKMAN, 2006). Por exemplo, na via 
clássica ou canônica, o TNFα ativa a fosforilação de uma quinase do IkB, a IKKβ, 
que por sua vez estimula a degradação do IkB, permitindo a translocação do 
heterodímero p65/p50 para o núcleo, porém, quando o IkB é ativado pelo IKKα, a via 
de ativação é a não-canônica do NF-kB (KANDARIAN; JACKMAN, 2006). Foi 
relatado que sete dias de suspensão da pata posterior de ratos, marcadamente 
auto-regulou os níveis nucleares da p50, enquanto a c-Rel foi moderadamente auto-
regulada, a Rel B baixo-regulada, e a p52 e p65 não sofreram mudanças (HUNTER, 
et al., 2002). Foi verificado também que durante este período, os membros da 
família do NF-kB ativados pelo desuso são completamente diferentes dos membros 
ativados pela caquexia (HUNTER, et al., 2002). Outro fato que vale ressaltar é que 
as concentrações da proteína anti-apoptótica Bcl-2 estavam aumentadas em quatro 
vezes, enquanto que às das proteínas pró-apoptóticas Bax e Bak estavam reduzidas 
(HUNTER, et al., 2002). 
  Período de três a sete dias de suspensão da pata posterior é capaz de ativar 
genes envolvidos na atrofia como a atrogin-1, FoxO3a entre outros, os quais 
parecem ser alvos dos fatores de transcrição NF-kB (JUDGE, et al., 2007). Neste 
sentido, a degradação do IkBα  é um fator necessário para atrofia induzida pelo 
desuso, por meio do aumento na ubiquitinação da proteína IkB e ativação da via de 
sinalização do NF-kB e a expressão de genes alvos envolvidos na atrofia muscular 
(JUDGE, et al., 2007). Porém, é possível que a ativação das vias de sinalização 
canônica e não-canônica do NF-kB na atrofia muscular induzida pelo desuso sejam 
ativadas de forma tempo dependente, pois o NF-kB é ativado bifasicamente na 
musculatura esquelética de ratos tanto jovens como idosos durante quatro semanas 
de imobilização, com decréscimo na atividade da via clássica do heterodímero 
p65/p50 nas primeiras duas semanas, seguido por aumento na atividade deste 
heterodímero nas próximas duas semanas (BAR-SHAI, et al., 2005). Estes achados 
são consistentes com os publicados previamente, os quais mostraram ativação da 




JUDGE, et al., 2007). Outro estudo mostrou existir uma quinase específica da 
musculatura esquelética acima do NF-kB, na qual exerce a mesma função que a 
proteína quinase-β do IKK (CAI, et al., 2004). Esta proteína quinase foi chamada 
pelos autores de MIKK, por ser específica da musculatura esquelética, e esta 
quinase demonstrou causar intensa proteólise (CAI, et al., 2004). Foi verificada uma 
elevada perda de massa muscular através do sistema ubiquitina proteassoma, pois 
a expressão da ubiquitina ligase MuRF1, estava aumentada em ratos com a forma 
constitutivamente ativa da MIKK (CAI, et al., 2004). Além do mais, a inibição 
farmacológica do eixo IKKβ/NF-kB/MuRF1 reverteu a atrofia, levando a uma 
atenuada proteólise induzida pela desnervação ou pelo tumor, permitindo uma maior 
taxa de sobrevivência (CAI, et al., 2004). Neste sentido, a sinalização do NF-kB é 
componente central do processo de atrofia e pode estar envolvida na ativação dos 
processos proteolíticos. A partir destes achados, pode-se sugerir que em músculos 
atrofiados pela imobilização, o NF-kB é ativado, levando a uma maior transcrição de 
genes envolvidos com a atrofia muscular. 
 
2.4 EFEITOS METABÓLICOS DA ATROFIA MUSCULAR PELO DESUSO 
 
Em resposta ao diminuído uso, a musculatura esquelética sofre um 
remodelamento redutivo adaptativo (STEIN; WADE, 2005). Estudos com modelos de 
repouso (bed rest), em humanos, num período de 3-4 meses, mostraram atrofia de 
aproximadamente 30% nos músculos da perna, valores que são cerca de 10-15% 
maior do que é relatado nos músculos da coxa (ALKNER; TESCH, 2004; LEBLANC, 
et al., 1992; SHACKELFORD, et al., 2004). Como parte deste processo de 
remodelamento, existe também mudança na isoforma da cadeia pesada de miosina 
de um fenótipo lento para um fenótipo rápido (FITTS, RILEY, WIDRICK, 2000). As 
mudanças na fisiologia e estrutura muscular com desuso apresentam maiores 
quantidades de estudos. Porém, pouco se sabe sobre as conseqüências 









2.4.1 Efeitos da Atrofia Muscular Induzida pelo Desuso sobre a Sinalização 
da Insulina 
 
 A via de sinalização da insulina na musculatura esquelética é controlada por 
uma série de eventos de fosforilação que ligam à ativação inicial de receptor de 
insulina e os substratos abaixo do receptor, que em última instância, levará a 
translocação do transportador 4 de glucose (GLUT4) para membrana plasmática, 
seguido de sua incorporação à membrana e subseqüente captação de glucose 
(BASSEL-DUBY; OLSON, 2006). Foi relatado que a imobilização da pata posterior 
de ratos machos adultos da linhagem Sprague-Dawley, reduz a fosforilação em 
tirosina da subunidade beta do receptor de insulina (IR-β) e do substrato para o 
receptor de insulina-1 (IRS-1) e isto foi acompanhada por diminuída ligação do IRS-1 
a subunidade regulatória p85 da proteína fosfatidilinositol 3-quinase (PI3-K) e do 
IRS-1 associado a PI3K (HIROSE, et al., 2000). Assim, um prolongado período de 
imobilização pode deprimir o transporte de glucose estimulado pela insulina na 
musculatura esquelética por alterar a ação da insulina em múltiplos pontos, incluindo 
fosforilação em tirosina, expressão de proteínas e ativação de componentes 
essenciais da via de sinalização da insulina (HIROSE, et al., 2000). Neste sentido, a 
imobilização além de deprimir o transporte de glucose induzido pela insulina na 
musculatura esquelética, também leva a um estado catabólico nas áreas afetadas e, 
isto pode resultar em um músculo cada vez mais debilitado.  
 
2.5 PRODUÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO NA MUSCULATURA 
ESQUELÉTICA 
 
As espécies reativas de oxigênio (EROS) são produzidas tanto na 
musculatura inativa, causada pelo desuso, como nos músculos ativos induzido pelo 
treinamento (POWERS, VAVAZIS, MCCLUNG, 2007; REID, 2001). Quando a 
produção de espécies reativas de oxigênio excedem a sua capacidade anti-oxidante 
para eliminar estes oxidantes, o estresse oxidativo ocorre. O estado pró-oxidante na 
célula pode alterar a estrutura e função das proteínas e ácidos nucléicos, resultando 
em lesão celular e em circunstâncias extremas, morte celular (POWERS, VAVAZIS, 
MCCLUNG, 2007). Estudos iniciais mostraram que a atrofia induzida por 




produção de radicais livres de oxigênio, resultando em lesão oxidativa nas fibras 
musculares inativas (KONDO, et al., 1992; KONDO, NISHINO, ITOKAWA, 1994).  
Tem sido demonstrado que a proteína quinase de RNA de dupla fita (PKR), 
está envolvida na formação EROS induzida pelo fator de necrose tumoral alfa e pela 
angiotensina II em miotúbulos de camundongos (ELEY, et al., 2008). A formação de 
EROS, por sua vez, parece ser o mecanismo chave da atrofia muscular induzida pelo 
desuso (POWERS, VAVAZIS, MCCLUNG, 2007). Interessantemente, em linhagens 
de células C2C12 em atrofia quando expostas ao metabólito do aminoácido 
essencial leucina, β-hidroxi-β-metilbutirato (HMB), verifica-se que este tem a 
capacidade de atenuar a ativação da PKR (ELEY, et al., 2008), e conseqüentemente, 
a formação de EROS. Neste sentido, se o HMB atenuar a ativação da PKR e 
conseqüentemente a formação de EROS, ele poderia atenuar a atrofia muscular em 
músculos que são submetidos a um procedimento que resulte em atrofia. Diante 
disto, a mensuração do estado oxidativo da musculatura esquelética imobilizada 
pode ser uma medida atrativa no estudo atual, pois se a suplementação com HMB 
atenuar a atrofia muscular, esta poderia também de alguma forma atenuar o 
aumento na produção de EROS.  
 
2.5.1 O Estresse Oxidativo Ativa a Sinalização pela MAPK 
 
A regulação redox das proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPKs) 
apresenta papel crucial que liga o estresse oxidativo e a atrofia na musculatura 
esquelética. As MAPKs controlam numerosos mecanismos de sinalização celular 
devido ao controle de numerosas vias de sinalização por meio da ativação e 
desativação de proteínas regulatórias através da fosforilação (CUSCHIERI, MAIER, 
2005). Estas proteínas quinases contribuem para a regulação de decisões de vida 
ou morte celular em respostas a vários sinais de estresse (i.e. estresse oxidativo), 
com ações sobre os fatores tanto pró como anti-apoptóticos (MATSUZAWA, ICHIJO, 
2005). As células eucarióticas possuem múltiplas vias MAPKs, dentre as mais bem 
caracterizadas estão as famílias das quinases c-Jun NH2-terminal (JNK), p38 MAPK, 
e a quinase regulada por sinal extracelular (ERK) (CUSCHIERI, MAIER, 2005). 
Todas são estruturalmente similares, mas funcionalmente distintas, e além do mais, 
todas são ativadas pelo estresse oxidativo e podem potencialmente participar das 




2007). A ativação da cascata clássica da MAPK consiste da ativação seqüencial de 
três passos de ativação da proteína quinase intracelular, o que leva a ativação de 
numerosas proteínas quinases, proteínas nucleares e fatores de transcrição, 
resultando em sinais de transdução posteriores (CUSCHIERI, MAIER, 2005; 
PEARSON, et al., 2001). 
 
2.5.2 Ativação da Via de Sinalização Dependente da ERK no Estresse 
Oxidativo 
 
 A primeira e melhor estudada cascata de sinalização MAPK é a via da ERK 
(CUSCHIERI, MAIER, 2005; PEARSON, et al., 2001). A ERK é composta de três 
isoformas, sendo a ERK1 e ERK2 as mais referidas, e comumente referidas como 
ERK1/2 (CUSCHIERI, MAIER, 2005). A ERK1/2 pode ser ativada por muitos 
mitógenos, incluindo o fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento 
derivado das plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformante (TGF) e pela 
insulina. Além do mais, a ERK1/2 pode ser ativada pela endotoxina e pelo estresse 
oxidativo (CUSCHIERI, MAIER, 2005). A ativação da ERK1/2 pelo estresse oxidativo 
é consistente com a hipótese de que baixa e adequad concentração de espécies 
reativas de oxigênio são mitogênicas (PEARSON, et al., 2001; QUI ; ELION, 2005). 
A ativação da ERK1/2 regula a atividade transcricional da AP-1, NF-kB, c-Myc e a 
sobrevivência celular através da ativação da Bcl-2 (QUI ; ELION, 2005). Embora 
tenha sido relatado que a ERK1/2 possa promover apoptose, a ERK1/2 também 
pode funcionar como fator anti-apoptótico que acompanha o estresse oxidativo 
(PEARSON, et al., 2001). Até agora há poucas evidencias que ligam a ativação da 
ERK1/2 com a atrofia induzida pelo desuso (POWERS, VAVAZIS, MCCLUNG, 
2007).  
 
2.5.3 Regulação Redox da Sinalização do NF-kB 
 
Outra ligação potencial entre o estresse oxidativo e a atrofia por desuso 
envolve a regulação da família de ativadores transcricionais do NF-kB. Desde a sua 
descoberta, tem-se acumulado evidências que indicam que uma via específica é 
necessária para ativação do NF-kB na atrofia por desuso (JACKMAN; KANDARIAN, 




mais uma centena de genes, um detalhado entendimento dos específicos alvos 
necessários para a atrofia por desuso permanece incompleto. Tem sido 
demonstrado que as espécies reativas de oxigênio ativam vias de transdução de 
sinais por meio da ativação de quinases que promovem a ativação do NF-kB 
citoplasmático e a sua translocação para o núcleo (KABE, et al., 2005; PANTANO, et 
al., 2006). O NF-kB é considerado um fator de transcrição pró-apoptótico e, as 
espécies oxidativas de oxigênio podem tanto promover como inibir a ativação 
transcricional do NF-kB (PANTANO, et al., 2006). 
 
2.6 MECANISMOS CELULARES E MOLECULARES QUE REGULAM A 
SÍNTESE PROTÉICA 
 
A regulação da síntese protéica nos tecidos dos mamíferos ocorre 
principalmente pela modulação de dois passos chave de uma via complexa, sendo 
que ambos os passos estão envolvidos na fase de iniciação da tradução 
(STIPANUK, 2007). 
 
2.6.1 Passo 1: Formação do Complexo de Pré-iniciação 43S Dependente do 
eIF2 
 
 Um dos passos regulado na iniciação da tradução, consiste na ligação do 
aminoácido metionina de um ácido ribonucléico transportador (tRNA) iniciador 
específico (Met-tRNAi) à subunidade ribossomal 40S para formar o complexo de pré-
iniciação 43S (figura 1a) (STIPANUK, 2007).  Este passo é mediado pelo fator de 
iniciação eucariótico-2 (eIF2), o qual é uma proteína ligadora de trifosfato de 
guanosina (GTP) heterotrimérica. No estado ligado ao GTP, o eIF2 interage com o 
Met-tRNAi para formar um complexo ternário eIF2-GTP/Met-tRNAi, no qual em 
associação com outros fatores de iniciação, se liga à subunidade ribossomal 40S 
(STIPANUK, 2007). O complexo resultante 40S/Met-tRNAi/eIF2-GTP, então se liga 
ao RNAm próximo a estrutura “Cap” pela interação de um domínio central do fator 
de iniciação eucariótico 4G (eIF4G) com o eIF3 (veja a figura 2b e 
subseqüentemente o texto) (STIPANUK, 2007). A proteína quinase do fator de 
iniciação eucariótico-2 (eIF2k) exerce efeito controlador sobre a reciclagem do eIF2-




(códon AUG), o GTP é hidrolisado a GDP e Pi, num processo que envolve o eIF5 
(uma proteína ativadora GTPase), e o complexo eIF2-GDP sai do ribossomo (figura 
1b). Para o eIF2 ser usado novamente para formar um novo complexo ternário, o 
eIF2-GDP deve ser reciclado novamente para a sua forma ativa ligada ao GTP. Isto 
é mediado pelo eIF2B, um fator de troca de guanina nucleotídeo para o eIF2 
(STIPANUK, 2007). O processo completo de ligação do Met-tRNAi é regulado pela 
fosforilação da subunidade alfa do eIF2 (eIF2) por uma das quatro cinases do eIF2 
dos mamíferos, a qual é ativada sobre condições de estresse específico 
(STIPANUK, 2007). Uma das quatro cinases do eIF2, o GCN2 (general control 
nonderepressible 2) é ativada pela falta de um ou mais aminoácidos essenciais 
(STIPANUK, 2007). A leucina por ser um aminoácido essencial tem importante feito 
sobre estes processos, neste sentido, o seu metabólito, o β-hidroxi-β-metilbutirato 
(HMB), também pode ter efeito sobre estes mecanismos, e assim contribuir para o 
crescimento celular quando a célula é sobrecarregada com estímulos específicos ou 
atenuar a atrofia muscular. 
 
 
FIGURA 1 – Passo 1 da fase de iniciação da tradução de RNAm eucariótico. 
Formação do complexo de pré-iniciação, (B) liberação e reciclagem do eIF2-GDP 
por meio da associação Met-tRNAi com o códon inicial, (C) regulação da reciclagem 
do eIF2-GDP pela fosforilação do eIF2. 40S: subunidade ribossomal; eIF: fator de 
Formação do complexo de 
pré-iniciação 43S 
Liberação e reutilização do eIF2-GTP 




iniciação eucarióritico; GDP/GTP: guanosina di- ou trifosfato; PABP: proteína de 
ligação da cauda poli-A (adaptado de STIPANUK, 2007). 
 
2.6.2 Passo 2: Reconhecimento da Estrutura m7GTP RNAm “Cap” 
dependente do eIF4 
 
O segundo passo regulado na iniciação da tradução envolve o 
reconhecimento da estrutura cap e a formação de um sítio de ligação no ribossomo 
ou seleção de um sítio de iniciação da tradução (figura 2a). Este passo é mediado 
por um complexo heterotrimérico de fatores de iniciação eucarióticos referidos como 
eIF4F. As três subunidades do eIF4F são eIF4A, eIF4E e eIF4G (STIPANUK, 2007). 
O evento alvo para a seleção do sítio de iniciação da tradução é a ligação da 
subunidade eIF4E do eIF4F com a estrutura 7 metil guanosina trifosfato (m7GTP)-
cap presente na extremidade 5’ dos RNAms eucarióticos. A subunidade eIF4A, é 
uma RNA-helicase ATP-dependente, que libera uma estrutura secundária na região 
não-traduzida do RNAm, para facilitar a ligação da pequena subunidade ribossomal 
(STIPANUK, 2007). Como mostram as figura 2c e figura 3, o eIF4G, é uma proteína 
grande com múltiplos domínios, que medeia uma série de interações entre proteína-
proteína que culminam no recrutamento do complexo de pré-iniciação 43S a 






FIGURA 2 – Passo 2 da via de iniciação da tradução do RNAm eucariótico. 
Reconhecimento da estrutura cap m7GTP do RNAm, dependente do eIF4E e 
formação de um sítio de ligação ribossômico, (B) ligação do complexo de pré-
iniciação (43S), (C) regulação da disponibilidade do eIF4E para o reconhecimento  
da estrutura cap por uma proteína de ligação do eIF4E, a 4E-BP1. 4E-BP1: proteína 
de ligação do fator de iniciação eucariótico 4E; eIF: fator de iniciação eucariótico;  
40S: subunidade ribossomal; PABP: proteína de ligação da cauda poli-A (adaptado 
de STIPANUK, 2007). 
 
Além de se ligar às subunidades eIF4E e eIF4A do complexo eIF4F, o eIF4G 
também atua como proteína de arcabouço que recruta o eIF3 ligado à subunidade 
ribossomal 40S, num complexo 40S/Met-tRNAi/eIF2-GTP descrito no passo 1. O 
eIF4G também se liga à proteína de ligação da cauda poli-(A), PABP, permitindo 
uma circularização do RNAm, o qual pode permitir uma mais eficiente iniciação da 





FIGURA 3 – Estrutura esquemática e regulação do eIF4E e 4E-BP1. A insulina e os 
aminoácidos estimulam a fosforilação da 4E-BP1, a qual se encontra ligada ao 
eIF4E. A fosforilação da 4E-BP1, libera a eIF4E para formar o complexo eIF4F, o 
qual posteriormente formará o complexo de pré-iniciação. 4E-BP1: proteína de 
ligação do fator de iniciação eucariótico 4; eIF4E: fator de iniciação eucariótico 4E; 
eIF3: fator de iniciação eucariótico 3; 40S: subunidade ribossomal 40S; PABP; 
proteína de ligação da cauda poli-A (adaptado de PROUD, 2002). 
 
2.6.3 Formação do Complexo eIF4F Fosforilação-dependente 
 
 Mudanças nas disponibilidades do eIF4E para formar o complexo ativo eIF4E-
eIF4G ocorrem através da associação do eIF4E com a 4E-BP1. A ligação do eIF4E 
a 4E-BP1 é regulada pela fosforilação da 4E-BP1 (figuras 2c e 3). No seu estado 
hipofosforilado a 4E-BP1 se liga firmemente ao eIF4E. Pelo fato das 4E-BPs se 
ligarem aos mesmos sítios do eIF4E, como faz o eIF4G, a associação da 4E-BP1 
com o eIF4E bloqueia a disponibilidade de eIF4E em se ligar ao eIF4G, para formar 
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tem importante função sobre a síntese protéica, por favorecer a formação do 
complexo traducional ativo, o eIF4F (STIPANUK, 2007). Da mesma forma que foi 
exemplificada acima, a figura 4 resume os passos da iniciação da tradução em um 
modelo esquemático único: 
 
 
FIGURA 4 – Via de iniciação da tradução nas células dos mamíferos. Ligação do 
Met-tRNAi (lado esquerdo da figura) e o passo de ligação do RNAm (lado direito da 
figura) na iniciação da tradução. Os vários fatores de iniciação de tradução 
eucarióticos (eIFs) e seus papéis na tradução do RNAm estão descritos em detalhes 
no texto. No esquema, a tradução do RNAm inicia com a ligação do Met-tRNAi à 
subunidade ribossomal 40S numa reação mediada pelo eIF2. A ligação do RNAm à 
subunidade ribossomal 40S ocorre através da interação da subunidade do eIF4E 
com a estrutura m7GTP cap na extremidade 5’ do RNAm e a associação do eIF4G 
com a subunidade ribossomal 40S por meio do eIF3, o qual não aparece no 
esquema. A iniciação finaliza quando o complexo de iniciação localiza o códon de 
início AUG com a subseqüente união da subunidade ribossomal 60S com a 40S e a 
formação do ribossomo completo 80S. Neste ponto, os fatores de iniciação são 




2.7 ADAPTAÇÃO DA MUSCULATURA ESQUELÉTICA A AUMENTADA 
SOBRECARGA 
 
Existem evidências mostrando que os efeitos mitogênicos e miogênicos do 
fator de crescimento semelhante à insulina-1 (IGF-1) sobre a musculatura 
esquelética são essenciais para a regeneração e adaptação muscular a sobrecarga 
aumentada (ADAMS, 2002). Assim, a sobrecarga aumentada, o alongamento e as 
ações musculares excêntricas resultam em aumentada expressão e conteúdo do 
RNAm do IGF-1 (ADAMS, 2002). 
O IGF-1 ao se ligar ao seu receptor de membrana plasmática (IGF-R1) inicia 
uma série de cascata de sinalização. Uma via ativada pelo IGF-1 envolve a 
sinalização da Ras-Raf até as ERKs, nos quais podem ativar inúmeros fatores de 
transcrição assim como outras proteínas quinases. Estudos utilizando células 
musculares, em cultura, mostraram que esta via promove elevada proliferação 
celular (COOLICAN, et al., 1997). 
A outra via de sinalização ativada pelo IGF-1 envolve a fosforilação do 
substrato receptor de insulina, e isto leva a ativação da PI3K, e esta proteína é 
central para inúmeros processos celulares incluindo proteção contra apoptose, 
aumentada tradução e alterações das concentrações de cálcio intracelular (figura 5). 
A PI3K leva a ativação de várias proteínas intracelulares, tais como a 4E-BP1 e a 
p70S6K (ADAMS, 2002). Contudo, a ativação da proteína p70S6K é de particular 
interesse, pois esta aumenta a tradução de RNAms que codificam proteínas 
ribossomais e fatores de alongação, nos quais são componentes integrais da 















FIGURA 5 – Cascata de sinalização ativada pelo IGF-1/PI3K/Akt. A ligação do IGF-1 
ao seu receptor de membrana, leva ao recrutamento do IRS-1, seguido de uma 
ativação da PI3k. A proteína PI3k estimulará o recrutamento da Akt para a 
membrana plasmática, para que a mesma seja fosforilada. A Akt fosforila a mTOR, a 
qual está envolvida na síntese protéica e inibe a apoptose. Akt: proteína quinase B; 
Bcl-2: “B- cell linfoma 2”; BAD: “Bcl-2- associated death promoter”; DAG: 
diacilglicerol; GSK3: glicogênio sintase quinase; IGF-1: fator de crescimento 
semelhante a insulina 1; IGF-1R: receptor de IGF-1; IRS-1: substrato do receptor de 
insulina 1; mTOR: alvo da rapacimina de mamíferos; PI3k: fosfatidilinositol 3 
quinase; PIP2: fosfoinositol 3, 4, bifosfato; PIP3: fosfoinositol 3, 4, 5, trifosfato 







2.8 EFEITO DA SUPLEMENTAÇÃO COM β-HIDROXI-β-METILBUTIRATO NA 
MUSCULATURA ESQUELÉTICA 
 
2.8.1 Efeitos sobre a Síntese Protéica através da Suplementação com 
Leucina 
 
Vários estudos mostram que a leucina regula a síntese protéica na 
musculatura esquelética independente das mudanças na formação do complexo 
ternário, pois a leucina parece não alterar a atividade do eIF2B (fator de troca de 
guanina nucleotídeo para o eIF2)  nem o estado de fosforilação do eIF2, porém a 
leucina aumenta a associação do eIF4E com o eIF4G (ANTHONY, et al., 2000). A 
leucina estimula a síntese protéica em diferentes células e tecidos como: fígado, 
musculatura esquelética, tecido adiposo (quando avaliado pela fosforilação da S6K1, 
S6 e da 4E-BP1), e estes efeitos parecem estar ligados com a sinalização do mTOR 
(alvo sensível à rapamicina) (ANTHONY, et al., 2000; LYNCH, et al., 2002; 
CROZIER, et al., 2005). A leucina estimula síntese protéica por meio do aumento da 
formação do complexo ativo eIF4F (figura 6), e isto é independente dos aumentos 
nas concentrações séricas de insulina (ANTHONY, et al., 2001). Porém, 
concentrações basais são importantes para maximizar os efeitos da leucina sobre a 
síntese protéica (STIPANUK, 2007), pois a insulina exerce efeito permissivo sobre a 






FIGURA 6 – Eventos de sinalização na estimulação na iniciação da tradução pela 
leucina. A leucina de maneira ainda não esclarecida estimula a fosforilação e 
ativação da mTOR a qual irá fosforilar alvos abaixo. A mTOR fosforila a 4E-BP1, o 
qual irá libera o eIF4E para formar o complexo eIF4F, e mediar os mecanismos que 
estão envolvidos com a síntese protéica. Além do mais, a mTOR fosforila a S6K1, a 
qual está envolvida na tradução de proteínas ribossomal. PKB: proteína quinase B; 
eIF: fator de iniciação eucariótico; IRS-1: substrato do receptor de insulina 1; PI3K: 
fosfatidilinositol 3 quinase; PDK1: proteína quinase dependente de fosfoinositol 








2.8.2 Efeitos anti-proteolítico através da Suplementação com Leucina 
 
Os efeitos anti-proteolítico da suplementação com leucina tem sido relatado 
há muito tempo (BUSE; REID, 1975). Em geral, a suplementação com leucina 
diminui a proteólise muscular esquelética quando infundida intravenosamente 
(LOUARD, BARRETT, GELFAND, 1995), quando um músculo está intacto (BUSE; 
REID, 1975, TISCHLER, DESAUTELS, GOLDBERG, 1982; MITCH; CLARK, 1984) 
ou quando células musculares (NAKASHIMA, et al., 2005) são incubadas na 
presença de leucina, ou quando há sua ingestão oralmente (COMBARET, et al., 
2005). Contudo, a magnitude da inibição é diferente de acordo com a espécie, 
condição patológica, e especificamente, com o modelo de atrofia (ZANCHI, 
NICASTRO, LANCHA Jr, 2008).  
Em estudos crônicos, a eficácia da suplementação com leucina não é bem 
demonstrada como ocorre em estudos agudos, porém, este nível de suplementação 
ainda mostra importante efeito anti-proteolítico (ZANCHI, NICASTRO, LANCHA Jr, 
2008). 
Com a utilização de inibidores da transaminação da leucina, ocorre 
interrupção da capacidade deste aminoácido em inibir o catabolismo protéico, 
contudo, o efeito sobre a síntese não é modificado. Isto sugeriu fortemente que o 
efeito da leucina em atenuar a degradação protéica seja decorrente de algum 
metabólito da leucina. Um metabólito candidato ao efeito anti-proteolítico da leucina 
é o HMB ao lado do α-ceto-isocaproato (CIC ou KIC) (OSTASZEWSKI, et al., 2000; 
SMITH, MUKERJI, TISDALE, 2005). Estudos que realizaram a incubação de 
músculos de aves e de ratos na presença de HMB encontraram elevação da síntese 
protéica em 20% e redução do catabolismo protéico em 80% (OSTASZEWSKI, et 
al., 2000). Além do mais, parece que em situações de estresse, tanto humanos 
como animais não sintetizam HMB na quantidade necessária para suprir a demanda 
tecidual (NISSEN & ABUMRAD, 1997). Isto justifica a necessidade em se realizar 
suplementação com este metabólito em situações de estresse, como na atrofia por 








2.8.3 Metabolismo da Leucina e Produção de β-hidroxi-β-metilbutirato (HMB) 
 
A leucina é um aminoácido essencial de cadeia ramificada, encontrado em 
muitas fontes protéicas da dieta, e é considerada de vital importância para a 
construção de proteínas e para o funcionamento normal de vários tecidos (CALDER, 
2006). Grande parte da leucina metabolizada, em mamíferos, por uma via 
metabólica característica possui entre seus produtos o acetoacetato e o acetil-CoA 
(figura 7). Estes produtos são originados após a seqüência de seis reações 
catalisadas por enzimas, que iniciam pela transferência do grupamento amino da 
leucina para o α-cetoglutarato formando glutamato. Para que ocorra a completa 
oxidação da leucina por esta via é necessária: tiamina, riboflavina, piridoxina, 
niacina, pantotenato, biotina, ubiquinona e o ácido lipóico, em quantidades ideais.  
 
 
FIGURA 7 – Visão geral do metabolismo da leucina, α-cetoisocaproato e do HMB. 





 Em menor proporção, parte da leucina (5-10%) é oxidada levando a produção 
de HMB. Uma terceira via de metabolização da leucina, conhecida como via β-ceto, 
acontece principalmente nos testículos (células de Sertoli), e no pâncreas. Contudo, 
na maioria dos outros tecidos, a oxidação da leucina conta com menos de 5% da 
metabolização da leucina disponível. A principal característica desta via é que ela 
possui sua primeira reação catalisada por uma (L-leucina-aminotransferase) das três 
enzimas conhecidas que necessita de cobalamina como grupo prostético 
(KOHLMEIER, 2003). 
 A produção endógena de HMB ocorre principalmente no fígado e nos 
músculos (SABOURIN; BIEBEER, 1982), contudo, outros tecidos, em menor grau, 
podem também sintetizar o HMB em menor proporção (NISSEN; ABUMRAD, 1997). 
A síntese pode iniciar no citoplasma e nas mitocôndrias de células musculares, 
através da transferência do grupamento amino da leucina para o α-cetoglutarato 
pela enzima transaminase de aminoácido de cadeia ramificada (BCAAT). O produto 
desta etapa é o α-cetoisocaproato (KIC), que posteriormente sofre descarboxilação 
oxidativa irreversível pela ação da enzima desidrogenase de α-cetoácido de cadeia 
ramificada (BCKD). Essa enzima é um grande complexo presente na matriz 
mitocondrial, consistindo de múltiplas cópias de apenas três distintas subunidades. A 
subunidade E1 catalisa a reação de descarboxilação usando uma CoA reduzida 
como co-substrato. A subunidade E2 ancora um resíduo de ácido lipóico, o qual 
serve como aceptor para o substrato descarboxilado, e posteriormente, o transfere 
para o acetil-CoA, e reduz a lipoamina a dihidrolipoamina no processo. A 
subunidade E3 é o componente lipoamina desidrogenase. Ela transfere o hidrogênio 
da dihidrolipoamina para a nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD) via flavina 
adenina dinucleotídeo (FAD). O complexo enzimático é inativado por fosforilação, 
mediado pela 3-metil-2-oxobutanoato desidrogenase (lipoamina) quinase, e ativado 
por desfosforilação pela 3-metil-2-oxobutanoato desidrogenase (lipoamina) 
fosforilase. Aproximadamente 90% do KIC é descarboxilado a isovaleril-CoA nas 
mitocôndrias hepáticas. O isovaleril-CoA passa por reações seqüenciais na 
mitocôndria dando origem ao β-hidroxi-β-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), o qual é 
transformado em acetoacetato e acetil-CoA pela HMG-CoA liase (DRISKELL, 2007).
 A principal via de produção de HMB parece ocorrer no citoplasma das células 
hepáticas (XU, et al., 2000). Os aproximadamente 10% restantes do KIC, que não 




(KICD). Esta via necessita do oxigênio molecular e do ferro e pode ser idêntica a 4-
hidroxi-fenilpiruvato dioxigenase, a qual é uma importante enzima do metabolismo 
do aminoácido tirosina (SABOURIN; BIEBER, 1982). 
 Como a concentração hepática de KIC é <5µN e a BCKD possui um Km vinte 
vezes menor que KICD, acredita-se que a produção de HMB seja regulada 
principalmente pela contração de KIC e pela atividade das enzimas BCKD e KICD 
(VAN KIEVERING ; NISSEN, 1992). A atividade da KICD no fígado de humanos é 
de aproximadamente 0,9mU/g de tecido, o que representa aproximadamente 14,2% 
da atividade total da NCKD (XU, et al., 2000). Em ratos, este valor está próximo de 
1%. Fato este colocado, pelos mesmos autores, é que esta via pode ser importante 
também para os humanos. Embora não existam dados dos fatores que controlam a 
atividade da KICD em humanos, sabe-se que a atividade física pode aumentar a 
atividade desta enzima em ratos, porém o mesmo não ocorre com a ingestão de 
uma dieta rica em BCAA (XU, et al., 2000) 
 Outra via que possivelmente pode contribuir para produção de HMB é a via da 
β-metil-croconil-CoA, um dos produtos intermediários do metabolismo do isovaleril-
CoA, a HMG-CoA, pela enzima enol-CoA hidrase. Contudo, esta via parece ser ativa 
somente em caso de deficiência de biotina (NISSEN; ABUMRAD, 1997). Não 
existem relatos sobre a produção diária exata de HMB em humanos, mas 
extrapolando a partir de dados obtidos de suínos, estima-se que um homem de 
aproximadamente 70 kg produza entre 0,2-0,4g de HMB/dia, dependendo 
principalmente da sua ingestão de leucina. A concentração plasmática basal de 
HMB no estado pós-absortivo em humanos está próxima de 1-4µM (NISSEN; 
ABUMRAD, 1997), contudo outros autores colocam que este valor poderia ser 
considerado zero (VUKOVICH, STUBBS, BOHLKEN, 2001). 
 
2.8.4 Doses Utilizadas, Segurança e Efeitos Adversos 
 
O HMB também pode ser chamado de β-hidroxi-isovalerato e, na forma de 
ácido, é chamado de ácido β-hidroxi-β-metilbutírico ou ácido β-hidroxi-isovalérico. O 
sal de cálcio do ácido HMB, forma um monohidrato com fórmula química 
Ca(C5H9O3)2.H2O (CaHMB monohidrato ou cálcio hidroximetilbutirato), com massa 
molecular 293, no qual o elemento cálcio, corresponde a 13,7% do peso molecular. 




solução saturada a 27% (p/p) a 20ºC (WILEY; DOBBIN, 2004). A adição de HMB a 
suplementos ou a comercialização do produto se faz, na grande maioria, na forma 
de CaHMB monohidrato, o qual pode ser encontrado em formulações m pó, 
cápsulas ou substitutas de refeição. Em sua maioria, os trabalhos envolvendo a 
suplementação com HMB utilizam doses entre 1-3 g/indivíduo/dia (NISSEN; SHARP, 
2003), porém há estudos com doses de 6 g.dia-1 ou ainda, as doses podem ser 
ministradas de acordo com o peso dos indivíduos. Exemplos de doses encontradas 
em alguns estudos podem ser 38 mg.kg.-1dia-1 a 76 mg.kg. -1dia-1 (VAN 
KOEVERING; NISSEN, 1992; GALLAGHER, et al., 2000a; PETERSON, et al., 
1999). Estes valores correspondem a aproximadamente 3 e 6 g.d-1 para indivíduos 
com massa corporal próxima de 80 kg. Contudo, foi demonstrado que a utilização de 
6 g.d-1 não promoveu resultado significativamente diferente quando comparado ao 
uso de 3 g/d-1 (GALLAGHER, et al., 2000b). 
Nas doses preconizadas na literatura, a suplementação com HMB não trouxe 
nenhum efeito colateral deletério aparente (PETERSON, et al., 1999). Estudos em 
modelos animais não demonstraram nenhum efeito tóxico com doses maiores que 
100 g.dia-1 (NISSEN; ABUMRAD, 1997). Estudo em ratos, utilizando dietas com até 
5% de HMB por 91 dias não provocaram mudança em nenhum dos 18 parâmetros 
hematológicos nem nos 17 parâmetros bioquímicos analisados. Assim como 
também não provocou alteração perceptível nos pesos e na aparência dos principais 
órgãos e algumas glândulas dos indivíduos de ambos os sexos. A suplementação 
com HMB, em humanos, não causou nenhum efeito colateral após a utilização de 
doses elevadas por mais de sete semanas (NISSEN; ABUMRAD, 1997). Estudos 
clínicos por períodos de até 12 semanas não demonstraram nenhum potencial efeito 
tóxico (NISSEN; ABUMRAD, 1997; NISSEN, et al., 2000). Entre estes estudos foram 
realizados levantamentos com questionários objetivando a pesquisa de efeitos 
adversos, porém nada foi encontrado.  
 
2.8.5 Cinética após a Ingestão 
 
Um dos destinos da molécula de HMB após sua síntese ou ingestão é sua 
excreção na urina (VUKOVICH, STUBBS, BOHLKEN, 2001). Valores obtidos em 
estudos com suínos e ovinos suplementados, relataram excreção de até um terço do 




suplementados com HMB, este valor alcançou 50% da dose administrada 
(GALLAGHER, et al., 2000b). Aparentemente o turnover do HMB pode ser 
considerado rápido. Alguns protocolos, avaliando a meia-vida, foram de 
aproximadamente 2 horas (NISSEN; ABUMRAD, 1997). Um estudo em particular 
com humanos investigou a cinética do HMB após ingestão de 1g ou 3g. Os 
resultados encontrados foram que as concentrações plasmáticas de HMB atingem 
pico de, aproximadamente, 118 nmol.ml-1 após a ingestão de 1g, já a ingestão de 3g, 
teve um pico de aproximadamente 480 nmol.ml-1 em apenas 1 hora. A meia vida 
plasmática foi de aproximadamente duas horas e meia, enquanto que a excreção na 
urina foi dependente da dose, 14% para a dose de 1g e 29% para de 3g. Contudo, 
quando o HMB é ingerido juntamente com glucose, foi demonstrado que esse 
procedimento é capaz de provocar interferência na cinética do HMB, pois houve um 
atraso de aproximadamente 1 hora e, diminuição do pico de HMB plasmático. Ao 
mesmo tempo, houve pequeno aumento da meia-vida plasmática, o que pode estar 
relacionado a leve diminuição na excreção urinária de HMB. Outra constatação dos 
autores neste estudo foi a provável ausência de interferência da insulina na cinética 
do HMB (VUKOVICH, et al., 2001). Indivíduos que apresentaram concentrações 
basais de HMB plasmático de 2,8µM estavam com suas concentrações plasmáticas 
elevadas até 12h após a última ingestão do suplemento, 10,7µM e 20,3µM para a 
ingestão de 1,5 e 3g de CaHMB, respectivamente (NISSEN, et al., 1996). Como o 
HMB aparentemente não aparece nas fezes, acredita-se que ele seja totalmente 
absorvido (DRISKELL, 2007). 
 
2.8.6 Efeitos da Suplementação com HMB sobre a Sinalização Intracelular 
 
O cultivo in vitro de miotúbulos C2C12 na presença de HMB pode inibir a 
proteína quinase C-α (PKCα), a qual pode estar relacionada com a diminuição da 
atividade e a expressão de componentes do sistema ubiquitina proteassoma ATP-
dependente (SMITH, WYKE, TISDALE, 2004). Em estudo posterior, os mesmo 
autores demonstraram haver diminuição da expressão das subunidades alfa e beta 
da estrutura 20S e da proteína p42 da estrutura 19S do complexo 26S do 
proteassoma, após a suplementação com HMB (SMITH, WYKE, TISDALE, 2005). 




induzida pelo fator indutor de proteólise (PIF), molécula encontrada em 
concentrações aumentadas em indivíduos com câncer. 
A ativação da PKC induz a fosforilação e a ativação do complexo Ikkα, 
responsável pela fosforilação do IkBα, levando a ubiquinação e a degradação deste 
ultimo no complexo proteassoma 26S. Isto permite que o NF-kB se transloque para 
o núcleo e altere a expressão gênica (SMITH, WYKE, TISDALE, 2004; SMITH, 
WYKE, TISDALE, 2005). Este evento está relacionado com o aumento da 
concentração de proteínas do sistema ubiquitina proteassoma ATP-dependente 
(TISDALE, 2005). O PIF induz a diminuição do IkBα citosólico e o aumento da 
ligação do NF-kB a região promotora do núcleo relacionada com o aumento da 
expressão de genes das vias proteolíticas. O HMB na concentração d 50 µmol.L-1 
atenua, efetivamente, a degradação do IkBα na presença de PIF em miotúbulos de 
roedores, impedindo o acúmulo de NF-kB (SMITH, WYKE, TISDALE, 2004). Desta 
maneira, as vias de expressão de proteína do proteassoma, de inibição de síntese 
protéica e do reparo celular são atenuadas pela presença do HMB, diminuindo o 







FIGURA 8 – Efeito inibitório do HMB sobre as vias responsáveis pela proteólise em 
células musculares esqueléticas. FLA2: fosfolipase A2, AA: ácido araquidônico, 15-
HETE: ácido 15 - hidroxi-eicosatetraenóico, PKCα: proteína quinase C-alfa; IκBα: 
inibidor do fator nuclear kappa-B; NF-κB: fator nuclear kappa-B; DAG: diacilglicerol; 
FLC: fosfolipase C, ERK/MAPK: proteína quinase ativada por mitógeno; 
Proteossoma: proteossoma 26S; SUPAD: sistema biquitina proteossoma ATP-
dependente (NUNES; FERNANDES, 2008). 
 
2.8.7 β-hidroxi-β-metilbutirato e Atrofia Muscular induzida pelo Desuso 
 
Numerosos estudos utilizando vários modelos têm mostrado que os 
aminoácidos da cadeia ramificada estimulam a síntese protéica por melhorar a fase 
de iniciação da tradução do RNAm (SHAH, et al., 2000; RASMUSSEN ; PHILLIPS, 
2002). Em contrapartida, a leucina tem efeito estimulatório na união do complexo 
eIF4F, componente chave no passo de ligação na iniciação da tradução, quando 
avaliado pelo estado de fosforilação da 4E-BP-1 e pela associação do eIF4E com o 




meio do aumento da formação do complexo ativo eIF4F ocorre independentemente 
dos aumentos nas concentrações séricas de insulina (ANTHONY, et al., 2001), 
apesar das concentrações plasmáticas basais de insulina serem importantes para 
maximizar os efeitos da leucina da síntese protéica (STIPANUK, 2007), pois esta 
exerce efeito permissivo para a estimulação da síntese protéica estimulado pela 
leucina (ANTHONY, et al., 2002). 
A suplementação com β-hidroxi-β-metilbutirato (HMB), um metabólito da 
leucina, diminui significativamente a proteólise induzida pelo exercício mensurada 
pela concentração de 3-metil-histidina na urina (NISSEN, et al., 1996), além de 
aumentar a massa magra (VUKOVICH, STUBBS, BOHLKEN, 2001; JÓWKO, et al., 
2001). O HMB também tem sido mostrado ser capaz de inibir a degradação protéica 
e estimular a síntese protéica em ratos em estado de caquexia (SMITH, et al., 2005). 
O efeito do HMB, sobre a atrofia induzida pelo tumor, é mediado pela inibição do 
fator indutor de proteólise (PIF) em aumentar a atividade da via da ubiquitina 
proteassoma, através da sinalização que leva a ativação do NF-kB (SMITH, et al., 
2004), o qual tem sido relatado causar severa degeneração muscular em ratos (CAI, 
et al., 2004). 
Foi também demonstrado que o cultivo de linhagens celulares em atrofia, 
quando expostas ao HMB, apresentam aumento da fosforilação do mTOR, da 
proteína ribossomal de 70-kDa S6 (p70S6k), da 4E-BP-1 além de aumentada 
associação do eIF4E com o eIF4G (ELEY, et al., 2007). Estes efeitos do HMB sobre 
a atrofia muscular são importantes, já que uns dos efeitos da atrofia muscular 
induzida pelo desuso é a diminuição da iniciação da tradução (BODINE, et al., 2001). 
Diante disto, pode-se postular que o uso de HMB atenuaria a proteólise muscular 
induzida pela imobilização. Até a presente data, não existe estudo publicado na base 
de dados da pubmed que investigou a combinação da suplementação com HMB na 
atrofia muscular esquelética induzida pela imobilização em posição de encurtamento 










3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
3.1 REAGENTES, ENZIMAS E SOLUÇÕES 
 
Todos os componentes dos tampões e os solventes foram obtidos da Reagen 
Quimibrás Indústrias Brasileira S/A. Todos os anticorpos policlonais foram obtidos da 
Santa Cruz Biotechnology e os anticorpos anti-IgG de coelho e de camundongo 
conjugados com a enzima Horseradish Peroxidase (HRP) e Substrato 
Quimiluminescente ULTRA Super Signal foram adquiridos na Pierce. O HMB (em 
forma de sal de cálcio, pureza 99% avaliada por cromatografia líquida de alta 




 Para a realização deste estudo foram utilizados ratos machos da linhagem 
Wistar, provenientes do biotério central do Setor de Ciências Biológicas da 
Universidade Federal do Paraná, UFPR – Campus do Centro Politécnico, Curitiba, 
Paraná, com idade de 70 dias. Os ratos foram mantidos em gaiolas com até três 
animais, em sala com temperatura controlada de 22 ± 2 °C, sob ciclo de iluminação 
claro/escuro invertido de 12/12 horas, com livre acesso à água e ração contendo 
52% de carboidratos, 21% de proteínas e 4% de lipídeos (Nuvilab CRI, Nuvital 
Nutrientes Ltda, Curitiba, PR). Todos os procedimentos foram aprovados pelo 
Comitê de Ética em Experimentação Animal do Setor de Ciências Biológicas da 
Universidade Federal do Paraná (n° do processo: 23075.062045/2009-46; anexo). 
Todos os procedimentos utilizados estão de acordo com os princípios éticos do 
Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e exigências estabelecidas 
em “Guide for the Care and Use of Experimental Animals (Canadian Council on 
Animal Care)”. 
 Este estudo utilizou dois grupos experimentais, cada qual contendo em média 
15 animais (salvo, quando descrito um número diferente nas legendas das figuras 
dos resultados), distribuídos da seguinte maneira: grupo submetido ao procedimento 
de imobilização da pata posterior esquerda na posição de encurtamento durante 




submetido ao procedimento de imobilização da pata posterior esquerda na posição 
de encurtamento por sete dias e suplementado com HMB. Todos os animais de 
ambos os grupos tiveram a pata posterior contra-lateral, ou seja, a pata posterior 
direita, como controle intra-grupo. 
 O músculo sóleo foi escolhido para este estudo porque ele cruza somente a 
articulação do tornozelo e as secções cruzadas histológicas tomadas do ventre 
medial contêm todas as fibras musculares (PEVIANI, et al., 2007). Foi escolhido este 
período de imobilização do membro para estudar os parâmetros relacionados com 
atrofia no nosso estudo, porque, tem-se demonstrado que este período de tempo 
num modelo de atrofia por desuso, através da suspensão da cauda para atrofiar os 
músculos da pata posterior, é o suficiente para aumentar a taxa de perda de 
proteína do músculo estudado (THOMASON, BIGGS, BOOTH, 1989) (figura 9). 
 
 
FIGURA 9 – Contribuição relativa da taxa de síntese e de degradação de proteínas 
miofibrilares de um músculo sóleo de animal submetido a suspensão da cauda. A 
figura mostra que existe um equilíbrio entre a síntese e degradação protéica ao dia 




perda de proteína miofibrilar foi decorrente de uma queda na síntese protéica ao 
invés de um aumento na proteólise. Contudo ao sétimo dia, a queda na síntese 
protéica e o aumento na proteólise contribuem para o aumento da perda de 
proteínas miofibrilares (adaptado de THOMASON, BIGGS, BOOTH, 1989). 
 
 O período de imobilização dos animais foi de sete dias de duração e todos os 
ensaios experimentais foram realizados no Laboratório de Metabolismo Celular do 
Departamento de Fisiologia do Setor de Ciências Biológicas da UFPR.  
  
3.3 MODELO EXPERIMENTAL 
 
 Os animais foram aleatoriamente divididos em dois grupos experimentais: 
 
a) Grupo submetido ao procedimento de imobilização da pata posterior 
esquerda na posição de encurtamento e suplementado com placebo: os 
animais tiveram a articulação tíbio-társica esquerda imobilizada em flexão 
plantar máxima durante um período de sete dias para promover atrofia 
muscular esquelética num modelo de desuso. Foi utilizado um modelo de 
imobilização da pata posterior esquerda para atrofiar principalmente o sóleo, 
figura 10 (COUTINHO, et al.,2002). Os animais foram mantidos em gaiolas 
contendo até três animais por gaiola. A posição de encurtamento do músculo 
sóleo foi mantida por uma fita adesiva (WILLIAMS, 1988). Estes animais 
foram suplementados com CaCO3 todos os dias durante o período  de 
imobilização no horário entre 09h00min e 10h00min. Os músculos sóleos 
destes animais foram divididos em dois grupos: músculos sóleo não 
imobilizados (sóleo direito), o qual nós chamamos de grupo não imobilizado e 
não suplementado com HMB, ou seja, grupo controle (C); e, sóleo 
imobilizados, o qual nós chamamos de grupo imobilizado não suplementado 
com HMB (Imob), ou seja, o sóleo esquerdo. 
b) Grupo submetido ao procedimento de imobilização da pata posterior 
esquerda na posição de encurtamento e suplementado com HMB: estes 
animais tiveram articulação tíbio-társica esquerda imobilizada em flexão 
plantar máxima durante sete dias conforme descrito para o grupo anterior. 




período de imobilização no horário entre 09h00min e 10h00min. Os músculos 
sóleos destes animais foram divididos em dois grupos: sóleo não imobilizados 
(sóleo direito), o qual nós chamamos de grupo não imobilizado suplementado 
com HMB (HMB); e, sóleo imobilizados, o qual nós chamamos de grupo 
imobilizado suplementado com HMB (Imob-HMB), ou seja, o sóleo esquerdo. 
 
 
FIGURA 10 – Procedimentos de imobilização da pata posterior esquerda do rato 
(COUTINHO, et al., 2002). 
 
 Um esquema da divisão dos grupos está descrita na figura 11. Nós utilizamos 
apenas dois grupos de animais (suplementado e não com HMB) como dois grandes 
grupos, e após esta divisão, nós utilizamos os músculos sóleos direito não 
imobilizado como controle do esquerdo imobilizado, o que no final totalizava quatro 




procedimento de imobilização, porque tem sido demonstrado que o membro não 
imobilizado parece não sofrer sobrecarga suficiente para induzir hipertrofia muscular 
esquelética (AOKI, et al., 2004). 
 
 
FIGURA 11 – Representação esquemática da distribuição dos grupos.  
 
3.4 PESAGEM DOS ANIMAIS E DO SOLÉO  
 
Durante o de imobilização os animais foram pesados a cada três dias no 
momento que antecedesse a suplementação utilizando-se a balança (Urano). Após 
a ortotanásia dos animais, o sóleo foi retirado e rapidamente pesado em balança 
analítica digital (Denver Instrument XL-410). 
 
3.5 SUPLEMENTAÇÃO COM HMB 
 
Os animais foram suplementados com CaCO3 ou HMB durante sete dias de 
imobilização por gavagem. A cada semana eram preparadas soluções de estoque de 




existe degradação progressiva do HMB em solução (NISSEN et al. 1996). A partir 
destas soluções de estoque retiravam-se alíquotas diárias para administração por 
gavagem aos animais. 
 A dose de HMB correspondeu a 76 mg de HMB.kg.-1dia -1 porquê é uma dose 
equivalente a dose utilizada em estudos envolvendo a suplementação com HMB em 
humanos (GALLAGNHER, et al., 2000a; GALLAGNHER, et al., 2000b), a qual, 
corresponde a aproximadamente 3 a 6 g.dia-1 de HMB para um indivíduo de 80 kg 
(GALLAGNHER, et al., 2000a; GALLAGNHER, et al., 2000b; NUNES ; 
FERNANDES, 2008). A dose utilizada na suplementação com CaCO3, teve como 
objetivo equiparar as concentrações de cálcio presente em ambas as soluções de 
suplementação, pois, o cálcio pode alterar o metabolismo, fenótipo e a plasticidade 
da musculatura esquelética (CHIN, 2004), assim como, em concentrações elevadas, 
induzir a quebra de proteínas (GOLL, et al., 2003). 
A sacarose esteve presente nas soluções com o intuito de lentificar o processo 
de esvaziamento gástrico, o que evita o aumento brusco na concentração plasmática 
de HMB, e conseqüentemente sua excreção renal (VUKOVICH, STUBBS, 
BOHLKEN, 2001). Os grupos suplementados com placebo receberam solução de 
sacarose acrescida de CaCO3 para equiparar a ingestão de cálcio entre os grupos, 
visto que o HMB foi administrado na forma de sal de cálcio. 
 
3.6 ORTOTANÁSIA DOS ANIMAIS E RETIRADA DOS MÚSCULOS PARA 
ANÁLISE DA EXPRESSÃO PROTÉICA 
 
 Após sete dias de imobilização os animais foram anestesiados 
intraperitonialmente com ketamina (95 mg/kg) e xilazina (12 mg/kg), e quando 
ficavam totalmente anestesiados, eles eram sacrificados em guilhotina ou por 
deslocamento cervical e os músculos sóleos de ambas as patas eram rapidamente e 
cuidadosamente retirados (figura 11). Em seguida o músculo era pesado em balança 
analítica (Denver Instrument XL-410), congelado em nitrogênio líquido e em seguida 
a -80°C, para a posterior realização da técnica SDS-PAGE e Western Blotting para 






FIGURA 12 – Processo de isolamento do músculo sóleo. 
 
3.7 METODOLOGIA ANÁLISE DO CONTEÚDO PROTÉICO 
 
3.7.1 Quantificação protéica para as análises da síntese protéica 
 
 Os músculos foram homogeneizados em tampão de lise na proporção 1:7 
com o auxílio de um homogeneizador Politron a 25 rpm/min em gelo, centrifugados 
por 5 minutos a 18.500 x g (centrifugue 5810R) e o sobrenadante foi coletado para a 
quantificação protéica. 
 A quantificação protéica foi realizada pelo método de Bradford (BRADFORD, 
1976). Este método utiliza o corante Coomassie Blue G-250, o qual se liga à 
proteína, aumentando a sensibilidade do método devido à formação da coloração 
azul, passível de ser detectada em comprimento de onda de 595 nm  (marca). 
 A concentração da proteína da amostra desconhecida foi calculada com base 
em uma curva padrão de uma proteína conhecida (Albumina Bovina Sérica, BSA). 
Assim, o cálculo era realizado a partir da equação da reta (y=ax+b), onde o “y” é a 
absorbância e “x” a concentração de proteína. O valor de “x” encontrado foi 
multiplicado pela diluição da amostra (10 vezes) para se obter a concentração de 
proteína da amostra em µg/ml. Após a dosagem protéica as amostras foram diluídas 
em tampão laemmli 5x e submetidas aos ensaios SDS-PAGE e em seguida ao 








3.7.2 Separação eletroforética das proteínas 
 
 O método Dodecil de Sulfato de Sódio – Eletroforese em Gel de 
Poliacrilamida (SDS-PAGE) surgiu em 1960, descrito Laemmli, desenvolvido para 
separar as proteínas por meio dos seus respectivos tamanhos. O SDS é um 
poderoso detergente carregado negativamente que se liga a regiões hidrofóbicas 
das proteínas. Como conseqüência, tem-se a desnaturação, resultando em longas 
cadeias polipeptídicas e um aumento das cargas negativas nas proteínas, pois 
várias moléculas de SDS se ligam na proteína para formar o complexo SDS-proteína 
para deixá-la carregada negativamente. Isto permite que todas as proteínas migrem 
do pólo negativo do campo elétrico para o pólo positivo do campo elétrico, portanto, 
este método depende unicamente do peso molecular das proteínas. 
 Outra vantagem deste método é a utilização do agente redutor β-
mercaptoetanol, o qual quebra ligações dissulfeto dos resíduos de cisteínas das 
cadeias polipeptídicas, permitindo assim, que as subunidades protéicas sejam 
analisadas. 
 O gel de empilhamento foi preparado a 4% para que todas as proteínas 
migrem na mesma velocidade no início da corrida. Chegando ao gel de separação, 
as proteínas começarão a migrar de acordo com seus pesos moleculares. A 
concentração do gel de separação depende da proteína a ser analisada, contudo, 
nós utilizamos um gel de 10%. Os géis foram preparados a partir de uma solução de 
acrilamida:bisacrilamida (30:1); com a adição de persulfato de amônio e do TEMED 
para acelerar e polimerização dos géis. Neste sentido, o persulfato de amônio gera 
radicais livres que levam à polimerização, enquanto o TEMED cataliza a formação 
destes radicais.  
 
3.7.3 Western blotting 
 
 Este método surgiu em 1979, descrito por Towbin (TOWBIN, 1979). A idéia 
geral deste método é a identificação de proteínas específicas pelo uso de anticorpos 
mono e policlonais, incluindo a detecção, a quantidade relativa e o peso molecular 
de proteínas em uma mistura complexa.  
Após a separação das proteínas em gel de poliacrilamida, elas foram 




as proteínas não se ligaram na membrana, esta membrana foi incubada num 
tampão de bloqueio (5% de leito em pó desnatado em tampão TBST) para evitar que 
os anticorpos se liguem de maneira inespecífica nas regiões livres, ou seja, nas 
regiões não ligadas pelas proteínas. Depois de bloqueada, incubou-se a membrana 
em “overnight” em tampão TBST contendo o anticorpo primário para a proteína 
desejada. Após esta fase, as membranas eram lavadas e incubadas em tampão 
TBST contendo o anticorpo secundário por duas a três horas. Para visualizar a 
interação antígeno-anticorpo, utilizou-se o anticorpo secundário contra para o 
primário, porém, conjugado com uma enzima, a qual permitirá pela adição de um 
substrato cromogênico ou de quimioluminescente a visualização da proteína. 
 Para verificar a expressão protéica da subunidade p65 do NF-kB, utilizou-se um 
anticorpo primário (1:1000) anti-p65 monoclonal de camundongo (SC-8008, Lot # 
G3106)  e o anti-corpo secundário (1:5000) anti-camundongo (SC-2005). O segundo 
anticorpo é conjugado com a enzima Horseradish Peroxidase (HRP), a qual permite 
a visualização da localização da proteína após a adição do substrato 
quimioluminescente. As imagens foram analisadas por densitometria pelo programa 
Image J.  
 
3.8 METODOLOGIA PARA AS ANÁLISES HISTOLÓGICAS DOS MÚSCULOS 
 
3.8.1 Microscopia de luz 
 
 Um fragmento transversal obtido do ventre de cada músculo sóleo foi 
seccionado e fixado por imersão em solução ALFAC (álcool 80%:formaldeído 
40%:ácido acético glacial na proporção 85:10:5) por 16 horas, a 4ºC. Após o 
processo de fixação, o material foi desidratado pela passagem em bateria de álcool 
70%, 80%, 90%, 95% e duas vezes no álcool 100% por 1 hora em cada solução. 
Com o material completamente desidratado, este permaneceu 1 hora em solução 
álcool 100%:Xilol (1:1); somente Xilol por 1 hora e novamente Xilol por 30 minutos 
para a realização da diafanização. A inclusão foi feita com parafina derretida em 
estufa a 60ºC por 2 horas e após, realizada a emblocagem do material com nova 
parafina. 
 Com o material emblocado para o preparo e montagem das lâminas 




excesso de parafina, e após a microtomia em micrótomo para microscopia de luz em 
cortes de 5m de espessura. Assim, os cortes foram colados nas lâminas com 
albumina diluída em água e glicerol (1:1:1). Com os cortes colados, as lâminas 
foram preparadas para a coloração. 
A coloração se iniciou com a hidratação do material, uma vez que o corante 
estará em solução aquosa e o material desidratado. Dentro da capela, as lâminas 
foram passadas na seguinte ordem: 
- xilol I por 5 minutos; 
- xilol II por 5 minutos;  
- álcool 100% I por 5 minutos;  
- álcool 100% II por 5 minutos;  
- álcool 90% por 5 minutos; 
- álcool 80% por 5 minutos;  
- álcool 70% por 5 minutos;  
- água destilada por 5 minutos. 
  Após a coloração cada lâmina passou pela desidratação, bateria de soluções 
descritas acima de forma inversa.  
 As colorações escolhidas foram Hematoxilina/Eosina com a 
composição, tempo e ordem de cada solução para coloração no quadro 1. 
 
Solução Composição Tempo 
Hematoxilina/Eosina 
1- Hematoxilina de 
Harris 
Hematoxilina alcoólica 10% 
Sulfato de alúmen de potássio a 5% em 
água destilada 
Óxido de mercúrio a 2,5% 
1 min 
2- Eosina Floxina 
62mL de eosina 1% 
6,25 mL de floxina 1% 
487,5mL de álcool 95% 
2,5mL de ácido acético glacial 
15s 






 Posteriormente a coloração e desidratação as lâmínulas foram dispostas 
sobre as lâminas com uma gota Entellan para fixação. Após o tempo de 
secagem, estas foram analisadas em microscópio de luz em diferentes 
aumentos. 
 As secções coradas com H&E foram utilizadas para as análises da área 
de secção transversa. De 20 a 40 fibras musculares por campo de no mínimo 
cinco campos diferentes foram examinados (objetiva de 20x) usando o 
microscópio de captura de imagem calibrado (Carl Zeiss). Utilizou-se o 
software ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/) para calcular a área de secção 
transversa das fibras musculares. 
 
3.8.2 Microscopia eletrônica de transmissão 
  
Após a fixação em Karnovsky (paraformaldeído 2%, glutaraldeído 2,5% em 
tampão cacodilato 0,1M pH 7,2 a 4C) (KARNOVSKY, 1965), as peças foram 
lavadas em tampão cacodilato 0,1M pH 7,2 a 4C. Em seguida o material foi pós-
fixado em tetróxido de ósmio a 2% em tampão cacodilato 0,1M pH 7,2 durante 1 
hora. A contrastação em blocos foi realizada com acetato de uranila 2% durante 2 
horas. O material foi desidratado em série alcoólica crescente por 10 minutos e em 
seguida colocada em acetona. A impregnação e inclusão ocorreram em resina 
Epon-812 (LUFT, 1961). Os cortes foram obtidos em ultramicrótomo Sorval Porter 
Blum MT-2 com utilização de navalhas de vidro e de diamante. Os cortes ultrafinos 
foram contrastados em solução aquosa de acetato de uranila 2% (WATSON, 1958) 
e nitrato/acetato de chumbo (REYNOLDS, 1963). A observação do material foi 
realizada em microscópio eletrônico de transmissão JEOL 1200EX II do Centro de 
Microscopia Eletrônica da UFPR. 
 
3.9 METODOLOGIAS PARA AS ANÁLISES BIOQUÍMICAS E METABÓLICAS 
 
Após a realização dos ensaios experimentais descritos anteriormente, para 




alvo, foram realizados alguns ensaios bioquímicos e metabólicos para encontrar as 
respostas envolvidas na atrofia.  
 
3.9.1 Avaliação da taxa de proteólise total para os animais submetidos a 
imobilização de sete dias 
 
A avaliação da taxa de degradação total de proteínas em músculos 
esqueléticos de ratos foi realizada seguindo os mesmos princípios gerais do modelo 
experimental do estudo atual, porém, com algumas modificações. Ratos machos e 
jovens da linhagem Wistar com massa corporal aproximadamente de 120 gramas 
foram utilizados para realizar este ensaio. Após sete dias de imobilização e 
suplementação tanto com placebo como com HMB os animais foram anestesiados 
conforme descrito anteriormente e sacrificados entre 09h00 e 10h00 horas da 
manha por deslocamento cervical. Os músculos sóleo foram cuidadosamente 
dissecados, pesados balança analítica digital (Denver Instrument XL-410), 
incubados em tampão Krebs-Ringer Bicarbonato (tabela 1) e aerados para 
quantificação da proteólise.  
Para estas avaliações utilizou-se o músculo sóleo íntegro fixado por meio 
dos seus tendões a suportes plástico num comprimento o mais próximo o possível 
do repouso. A manutenção dos músculos nestas condições possibilita a difusão de 
oxigênio e nutrientes, evitando-se a anóxia das fibras musculares centrais. Desta 
forma, a proteólise muscular é reduzida, há manutenção dos conteúdos de ATP, de 
fosfocreatina e glicogênio, reproduzindo as características dos músculos em 
crescimento in vivo. Todos os experimentos foram repetidos 3 vezes e o número 
total de animais utilizados sendo indicados nas figuras dos resultados. 
 Assim, a proteólise total foi estimada por meio da liberação de tirosina de 
proteínas de músculos incubados na presença de cicloheximida, a qual impede a 
reutilização dos aminoácidos para a síntese de proteínas. A tirosina é um 
aminoácido normalmente escolhido para a avaliação da proteólise por não ser 
catabolizado e nem sintetizado "de novo" pelo músculo. Além disso, é facilmente 
dosado através de um método fluorimétrico simples e de grande sensibilidade 
(WAALKES; UDENFRIEND, 1957). Essa liberação de tirosina refletiu a taxa de 





Sais Volume Volume 
 150 ml (H2O) 100 (H2O) 
NaCl (0,120 M) 1,0521 g 0,701 g 
NaHCO3 (0,015 M)  0,189 g 0,126 g 
KCl (4,828 mM)  0,0539 g 0,035 g 
MgSO4 (1,2 mM) (anidro)  0,0216 g 0,014 g 
KH2PO4 (1,212 mM)  0,0247 g 0,016 g 
CaCl2 (2,4 mM) (anidro)  0,039 g 0,026 g 
Glucose (5mM) 0,135 g   0,09 
Cicloheximida (0,5 mM) 0,021 g 0,014 g 
pH 7,4 
TABELA 1 - Composição do Tampão Krebs Ringer Bicarbonato para taxa de 
proteólise. 
 
Brevemente os músculos eram incubados em meios adequados (tampão 
Krebs-Ringer Bicarbonato; tabela 1), aerados com carbogênio (95% de O
2
 e 5% de 
CO
2
) e permaneciam por 1 hora em banho sob agitação constante a 370 C, a fim de 
estabelecer o equilíbrio da velocidade de liberação do aminoácido tirosina para o 
meio de incubação. Após esse período de pré-incubação, os meios eram renovados 
e a incubação se processava com o mesmo tipo de meio por mais 2 horas. No final 
do período de incubação, 500 µl do meio era coletado e adicionado a 200 µl de água 
milli-q em tubos de ensaios. 
Posteriormente adicionou-se 50 µl de TCA (30%) nas amostras, estas foram 
então incubadas em temperatura ambiente por 10 minutos, seguida de uma 
centrifugação a 400g (centrifugue 5810R) por cinco minutos. Ao final da 
centrifugação, retirava-se uma alíquota de 500 µl do sobrenadante e adicionava-se a 
250 µl do reagente 1 mais 250 µl do reagente 2. O reagente: 1 foi composto de 1-
nitroso-2-naphthol (0,1%) diluído em álcool etílico (95%); e o reagente 2: composto 
de ácido nítrico diluído numa proporção de 1:5 (5 ml de ácido nítrico para 20 ml de 
água milli-q) misturado com 0,5 ml de 2,5% de NaNO2.  
Os tubos de ensaio foram agitados em vórtex e incubados em banho-maria a 




ethyleno dichloride. As amostras eram novamente agitadas em vórtex e 
centrifugadas por 5 minutos a 400g (centrifugue 5810R). Uma alíquota de 200µl do 
sobrenadante era coletada e colocada nos “Wells” de uma placa preta de 
fluorescência de 96 “Wells”, e a leitura realizada em um leitor de microplacas (Bio-
Rad Microplate Reader – Benchmark) para fluorescência excitando a 460 e medindo 
a 570 nm. 
Para calcular a concentração de tirosina presente nas amostras, realizou-se 
uma curva padrão, a partir de uma concentração conhecida de tirosina (10-3M; 
diluída em etanol 10%). Esta curva foi composta de cinco pontos (2 x 10-6; 10-6; 5 x 
10-7; 2,5 x 10-7; 1,25 x 10-7). Assim, o cálculo era realizado a partir da equação da 
reta (y=ax+b), onde o “y” é a absorbância e “x” a concentração de proteína. O valor 
de “x” encontrado foi multiplicado pelo peso do músculo sóleo e por 2, o qual 
corresponde ao período de incubação das amostras.   
 
3.9.2 Avaliação da taxa de proteólise total para os animais submetidos ao 
jejum de 48 horas 
 
 Para verificar se os possíveis erros metodológicos nos ensaios realizados 
com o modelo de imobilização, foram realizados ensaios para mensurar a proteólise 
total de animais submetidos ao jejum de 48 horas. Os modelos de atrofia induzido 
pelo jejum, é um modelo de atrofia puro, o qual permite comparar se a atrofia 
induzida pela imobilização utilizado no estudo atual (suplementação aliada a 
imobilização por sete dias) aumenta a proteólise total.  
Brevemente, os animais foram aleatoriamente divididos em três grupos: 
alimentados (controle); jejum suplementado com placebo e jejum suplementado com 
HMB. A suplementação seguiu os mesmos procedimentos descritos anteriormente, 
porém, no preparo da solução de estoque, não era adicionado a sacarose (10%), 
apenas os sais. Ao final das 48 horas, os animais foram sacrificados conforme 
descrito anteriormente, e retirou-se o sóleo e o extensor longo dos dedos (EDL) de 








3.9.3 Peroxidação lipídica da musculatura esquelética  
 
Estudos iniciais mostraram que a atrofia muscular induzida por imobilização 
da musculatura esquelética estava associada com a aumentada produção de 
radicais livres de oxigênio, resultando em lesão oxidativa nas fibras musculares 
inativas (KONDO, et al., 1992; KONDO, NISHINO, ITOKAWA, 1994). Neste sentido, 
nós buscamos avaliar quais os efeitos da suplementação com HMB sobre esta 
condição, pois, se o HMB tiver efeito anti-catabólico, ele também poderia de alguma 
forma modular a produção de espécies reativas de oxigênio na musculatura 
esquelética atrofiada.  
A peroxidação lipídica foi mensurada pelo método descrito por Nourooz-
Zadeh et al. (1994). Este método quantifica a formação de hidroperóxidos por 
miligrama de proteína durante a peroxidação lipídica. Neste sentido, este método 
baseia-se no princípio de que os hidroperóxidos oxidam ferro a íon férrico e por sua 
vez este íon se liga ao corante xilenol laranja. 
 Brevemente, o sóleo foi extraído e homogeneizado em metanol (1:5, w/v) e 
centrifugados a 18500g (centrifugue 5810R) por 5 minutos a 4°C. Foi retirado 18µl 
do sobrenadante homogeneizado e colocado em seis Wells de uma placa de 96 
Wells, e em seguida, adicionado 2µl da solução metanólica de trifenilfosfina (TPP; 
10mM) em três dos seis Wells para que ocorresse a redução seletiva dos 
hidroperóxidos (os grupamentos hidroperóxidos especificamente presentes em 
lipídios são convertidos em grupamentos hidroxila quando na presença de TPP, 
figura 13). As amostras contidas nos três Wells restantes receberam 2µl de metanol. 
Posteriormente as amostras contidas na placa eram homogeneizadas com leve 
agitação e incubadas em temperatura ambiente durante 30 minutos. 
 
 
FIGURA 13 – Representação esquemática da redução dos hidroperóxidos lipídicos 




Terminada a incubação, adicionou-se em cada well 180µl do reagente FOX2. 
Este reagente deve ser preparado somente no momento do uso, e consiste de 
xilenol laranja 100mM; hidroxitolueno butilado (BHT) 400 mM; ácido sulfúrico 25mM; 
e, sulfato ferroso de amônio 250 mM em metanol 90% (v:v em água milli-q). Em 
seguida as amostras são agitadas no vórtex e incubadas novamente por 30 minutos 
em temperatura ambiente. Nesta etapa, os cátions ferrosos (Fe2+) do reativo FOX2 
são oxidados pelos hidroperóxidos presentes na amostra (tanto pelos hidroperóxidos 
presentes na amostra quanto pelos outros hidroperóxidos presentes na amostra, 
figura 14). Como os hidroperóxidos lipídicos das amostras tratadas com TPP foram 
reduzidos, a produção de Fe2+ serão menores nas amostras não tratadas com TPP.  
 
 
FIGURA 14 – Representação esquemática da oxidação dos Fe2+ pelos 
hidroperóxidos (X-OOH). 
 
 Os Fe3+ formados nas amostras na presença de xilenol laranja, fazem este 
indicador passar da cor laranja para a cor azul-púrpura. Passada a incubação, a 
absorbância foi mensurada em comprimento de onda de 560 nm. Subtraiu-se o valor 
da absorbância das amostras tratadas com TPP, ou seja, as amostras sem 
hidroperóxidos lipídicos, do valor da absorbância das amostras não tratadas com 
TPP, ou seja, as amostras com hidroperóxidos lipídicos. O valor obtido por essa 
subtração, referente apenas à quantidade de ferro oxidado por hidroperóxidos 
lipídicos, foi utilizado na fórmula da curva padrão de peróxido de hidrogênio, obtida 
com soluções padrão de diferentes concentrações (100; 50; 25; 12,5; 6,3; 3,1; 1,6 
µM) submetidas aos mesmos procedimentos descritos acima para dosagem de 
hidroperóxidos (com exceção ao tratamento com TPP). Dividiu-se o valor da 
concentração de hidroperóxidos (nmol/ml) pela concentração de proteínas totais 




assim, o valor de hidroperóxidos expressos por nmol de hidroperóxidos/mg de 
proteínas. 
 
3.9.3.1 Quantificação protéica para a dosagem de lipoperóxidos da 
musculatura esquelética 
 
 Das amostras de tecido muscular homogeneizado em metanol (5:1) e 
centrifugados a 18000 x g (centrifugue 5810R) por 5 minutos a 4°C e uma alíquota 
do sobrenadante foi retirado para a quantificação protéica pelo método Bradford 
(1976). A leitura foi realizada no leitor de microplacas (Bio-Rad Microplate Reader – 
Benchmark) com absorbância de 595 nm. 
 
3.9.4 Produção de lactato em meio de incubação 
  
A atrofia muscular induzida pelo desuso é um modelo que altera o fenótipo da 
musculatura esquelética, e normalmente o fenótipo é estudado por meio de 
alterações na expressão da cadeia pesada de miosina (MHC) (VERMAELEN, et al., 
2007). Contudo, existem estudos analisando o perfil do fenótipo metabólico do 
músculo atrofiado, por meio da atividade das enzimas lactato desidrogenase e da 
citrato sintase (VERMAELEN, et al., 2007). Neste sentido, nós fomos verificar quais 
os efeitos da atrofia muscular induzida pelo desuso sobre a produção de lactato 
muscular, e verificar se o HMB apresenta alguma propriedade em alterar as 
possíveis alterações, se ocorrem na produção de lactato. 
Para a avaliação da produção de lactato em músculos esqueléticos dos 
ratos, os músculos sóleo foram cuidadosamente dissecados, pesados balança 
analítica digital (Denver Instrument XL-410), pré-incubado em erlenmeyers contendo 
3ml de tampão Krebs-Ringer (tabela 2), sob agitação constante em atmosfera de 
O2/CO2 (95%/5%) por um período de 30 minutos. Após a pré-incubação, os 
músculos eram incubados por mais 1 hora em um meio novo.  
Ao final da incubação, retirava-se uma alíquota de 20µl do meio de incubação 
e adicionava 100µl do tampão de lactato (tabela 3) em cada amostra numa placa de 
96 “Wells”, sendo que no branco, colocava-se apenas água Milli-Q. Posteriormente 




O princípio dessa mensuração consiste na conversão do lactato a piruvato 
pela ação da lactato desidrogenase (LDH), ocorrendo consumo de NAD+ com 
formação estequiométrica de NADH, o qual pode ser monitorado 
espectrofotometricamente, fornecendo as concentrações de lactato existente na 
amostra de acordo com a reação 1 (ENGLE; JONES, 1978). 
 
Reação 1 – Reação que permite a mensuração do lactato muscular: 
 
 
 Por fim, as amostras foram lidas no leitor de microplacas (Bio-Rad Microplate 
Reader – Benchmark) na absorbância de 340 nm, contra referência do branco. A 
determinação do lactato total produzido foi calculada por meio da equação 1. 
 
Equação 1 – Cálculo da concentração de lactato muscular: 
 
Onde:  
wwg: peso fresco do músculo em gramas. 
 
Solução Volume 
NaCl 0,9 + Hepes 100mM  150 ml 
CaCl2 0,11 M 2.25 ml 
KH2PO4 2,11% 1.5 ml 
MgSO4 3,82% 1,5 ml 
KCl 1,15% 6 ml 
NaHCO3 31,5 ml 
Glucose 5,6 mM 0,194 g 
pH 7,31 








EDTA 0,28 g 
Glicina 2,8 g 
Hidrato de hidrazina 1.5 ml 
LDH 2,5 µl 
NAD+ 0,06 g 
pH 8,85 
TABELA 3 – Composição do tampão de ensaio de lactato para 100 ml de água 




























4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 
 Os dados estão apresentados como média ± erro padrão da média (EPM). 
Todos os dados revelaram seguir distribuição normal após serem submetidos ao 
teste de normalidade D’Agostinho Pearson. Os dados foram submetidos à análise de 
variância de uma via (ANOVA) com pós teste de Tukey com significância de p < 
0,05. A significância de dois grupos diferentes foi determinada pelo teste t de 
Student. As análises e os gráficos foram realizados com o auxílio do software 
GraphPad Prism (GraphPad Prism versão 5.0 para Windows, GraphPad Software, 






























5.1 MENSURAÇÃO DA MASSA CORPORAL DOS ANIMAIS ENTRE O INÍCIO E O 
FINAL DO PERÍODO EXPERIMENTAL  
 
Na figura 15 está apresentado a mensuração de massa corporal grupos 
suplementados ou não com HMB, antes e após 7 dias de suplementação. 
























FIGURA 15 – Massa corporal total dos animais submetidos ao procedimento de 
imobilização da pata posterior esquerda, no início (dia 0) e ao final de 7 dias de 
suplementação ou não (Controle - C) com HMB. Os dados estão apresentados como 
média ± EPM de 14 a 15 animais por grupo. O mesmo experimento foi repetido três 
vezes com resultados similares.  (a) p < 0,05 quando comparado ao seu período 
inicial. 
 
Nos animais submetidos à imobilização, sem ou com suplementação com 
HMB, houve redução da massa corporal ao sétimo de dia de imobilização em 
comparação aos seus respectivos períodos iniciais. Os animais do grupo controle 
tinham massa corporal (g) inicial de 268,6±10,1 e ao final de 7 dias esta foi de 
230,8±7,7, a qual corresponde a uma perda de 14,18%. No grupo suplementado com 
HMB o peso inicial era de 262,9±6,3 e foi para 225,7±6,7, a qual corresponde a uma 
perda de 14,12%. Em resumo, a suplementação com HMB não foi capaz de impedir 




5.2 PESO DO SÓLEO DOS ANIMAIS 
 
Na figura 16 está apresentado os valores obtidos do peso do músculo sóleo 
dos animais ao final do período experimental. 




















FIGURA 16 – Peso dos músculos sóleo dos animais ao final do período 
experimental. Músculos das patas posteriores obtidas dos animais do grupo controle 
(C), pata imobilizada (imob), suplementado com HMB e pata imobilizada e 
suplementados com HMB (Imob-HMB). Os dados estão apresentados como média ± 
EPM de 14 a 15 animais por grupo. O mesmo experimento foi repetido três vezes 
com resultados simulares. (a) p< 0,05 quando comparado ao C e HMB.  
 
 O modelo de atrofia muscular induzida pelo desuso (Figura 16) utilizado no 
estudo atual levou a atrofia significativa do músculo sóleo em ambos os grupos. O 
peso do sóleo dos animais controle (C) foi de 96,8 mg e a imobilização (Imob) 
provocou redução para 75,7 mg (p<0,05). Isto representou uma perda de 21,8% do 
peso muscular. O músculo sóleo dos animais suplementados com HMB (HMB) teve 
seu peso de 99,4 mg e a imobilização no grupo suplementado com HMB (Imob-
HMB) levou a um peso de 68,4 mg que significou perda de 31,2%. Novamente, a 









5.3 RELAÇÃO ENTRE O PESO DO SÓLEO PELA MASSA CORPORAL TOTAL 
DOS ANIMAIS 
 
Algumas vezes podem ocorrer situações onde simplesmente representar os 
resultados do peso do sóleo sem uma prévia correção pode resultar em valores 
errôneos. Na figura 17 estão apresentados os resultados obtidos no peso do sóleo 
após o período experimental corrigido pelo peso corporal dos animais. 


































FIGURA 17 – Peso dos músculos sóleo corrigido pela massa corporal dos animais 
ao final do período experimental. Músculos das patas posteriores obtidas dos 
animais controle (C), pata imobilizada (Imob), suplementado HMB e pata imobilizada 
e suplementados com HMB. Os dados estão apresentados como média ± EPM de 
14 a 15 músculos por grupo. O mesmo experimento foi repetido três vezes com 
resultados similares. (a) p< 0,05 quando comparado ao C e HMB.  
 
 Os resultados obtidos na figura 17 confirmam que os resultados obtidos na 
figura 16 são fidedignos, pois a correção pela massa corporal produziu o mesmo 
achado que o peso muscular isoladamente.  
 
5.4 ÁREA DE SECÇÃO TRANSVERSA DAS FIBRAS MUSCULARES 
ESQUELÉTICAS 
 
Um dos objetivos principais desta abordagem foi verificar se a suplementação 




mais sensível de atrofia muscular quando comparada ao  peso muscular, pois este 
pode levar a conclusões errôneas. 
O efeito da imobilização sobre a área de secção transversa das fibras 
musculares dos músculos imobilizados e não imobilizados de ambos os grupos está 
apresentado na figura 18.  
 































FIGURA 18 – Área de secção transversa das fibras musculares dos músculos sóleo 
obtidos dos animais controle (C), pata imobilizada (Imob), suplementado HMB e pata 
imobilizada e suplementados com HMB. Os dados estão apresentados como média 
± EPM de 4 músculos de cada membro dos seus respectivos grupos. O mesmo 
experimento foi repetido duas vezes com resultados similares. (a) p < 0,05 quando 
comparado ao C e HMB. 
 
A imobilização do membro posterior levou a atrofia significativa do músculo 
sóleo quando comparada aos respectivos músculos controles. No grupo cuja pata 
não foi imobilizada (C) a área de secção transversa foi de 1511,0±25,5 µm2. A 
imobilização (Imob) causou redução para 1219,0±19,0 µm2 (p<0,05 vs C) 
equivalente a 19,3%. No grupo não imobilizado e suplementado com HMB (HMB) a 
área de secção transversa do músculo foi de 1577,0±21,7 µm2, e a suplementação 
nos animais cuja pata foi imobilizada (Imob-HMB) a área de secção transversal foi 
de 1127,0±21,7 µm2 (p<0,05 vs HMB), que significou redução de 28,5%. 
Novamente, a suplementação com HMB aos animais com patas imobilizadas não 





5.5 ANÁLISE ULTRAESTRUTURAL DAS FIBRAS MUSCULARES ESQUELÉTICAS 
 
Na figura 19 está apresentado uma micrografia eletrônica de transmissão, 
representativa, da secção longitudinal do músculo sóleo obtidos dos animais 







FIGURA 19 – Micrografia eletrônica de transmissão, da secção longitudinal 
miofibrilar do músculo sóleo obtido dos animais: (a) não imobilizados (Controle - C); 




animais suplementados com HMB (Imob-HMB). Discos Z estão completamente 
desalinhados e desestruturados (setas finas); discos Z estão ausentes (setas 
largas); lesões ou desorganização dos miofilamentos contráteis (circulo fechado). 
 
Uma importante característica de um músculo atrofiado é a desorganização 
dos sarcômeros e dos filamentos contráteis. A organização ultra-estrutural das fibras 
musculares obtidas dos grupos experimentais está apresentada na Figura 19 (a, b, 
c). Na Figura 19a, os sarcômeros e as miofibrilas estão totalmente organizados e, os 
discos Z, acompanham esta organização, totalmente íntegros e alinhados. Na figura 
19b, que é do animal cuja pata foi imobilizada, é visível a desorganização estrutural 
das miofibrilas e dos seus respectivos sarcômeros, os discos Z estão completamente 
desalinhados e desestruturados (setas finas), e em algumas situações os discos Z 
estão ausentes (setas largas), e também é perceptível lesões ou desorganização 
dos miofilamentos contráteis (circulo fechado). Assim, pode-se afirmar, pela análise 
ultra-estrutural que a imobilização causou lesões nos sarcômeros das fibras 
musculares do músculo sóleo. No músculo sóleo obtido de animais cuja pata foi 
imobilizada e foram previamente suplementados com HMB (Figura 19c), também é 
nítido a desorganização estrutural das miofibrilas e dos seus respectivos 
sarcômeros, discos Z completamente desestruturados e com perda de alinhamento 
(setas finas), e em algumas situações os discos Z estão ausentes (setas largas), 
lesões ou desorganização dos miofilamentos contráteis. A análise ultra-estrutural 
nos permite inferir que a suplementação com a HMB não foi capaz de prevenir ou 
atenuar o dano muscular. 
Na figura 20 está apresentado uma micrografia eletrônica de transmissão, 
representativa, da secção transversal do músculo sóleo obtidos dos animais cuja 
pata não foi imobilizada, mas receberam HMB (HMB) e animais com pata 






FIGURA 20 – Micrografia eletrônica de transmissão da secção transversal do 
músculo sóleo obtido dos animais: (a) pata não imobilizada e suplementados com 
HMB (HMB); e, (b) grupo cuja pata foi imobilizada e os animais suplementados com 
HMB (Imob-HMB). Lesões miofibrilares (sinal de positivo), mitocôndrias degeneradas 






No músculo sóleo obtido dos animais cujas patas não foram imobilizadas, 
mas receberam suplementação com HMB, este metabólito do aminoácido leucina 
não provocou alteração na organização estrutural e não se observa alteração na 
disposição das proteínas contráteis nas miofibrilas (Figura 20a). Por outro lado, a 
imobilização da pata fez com que o músculo sóleo apresentasse desorganização 
estrutural e desorganização das proteínas contráteis nas miofibrilas (Figura 20b), 
conforme pode-se observar pelas suas disposições mais distantes uma das outras, 
lesões miofibrilares (sinal de positivo), mitocôndrias degeneradas (asteriscos) e 
também algumas normais (setas finas). 
 
5.6 PROTEÓLISE TOTAL DOS MÚSCULOS IMOBILIZADOS 
 
Na figura 21 estão apresentados os resultados sobre de proteólise total nos 
músculos sóleo, ao final de 120 minutos de incubação.  
 
 




















FIGURA 21 – Determinação da proteólise muscular, ao final de 120 minutos de 
incubação, mensurada pela liberação de tirosina dos músculos sóleos obtidos dos 
animais dos grupos controle (C), pata imobilizada (Imob), suplementados com HMB 
(HMB) e, pata imobilizada e suplementados com HMB (Imob-HMB). Os dados estão 
apresentados como média ± EPM de 10 a 14 músculos por grupo. O mesmo 
experimento foi repetido três vezes com resultados similares. 
 
A proteólise nos músculos dos animais do grupo controle (C) foi de 88,1±11,9 




1. No grupo suplementado com HMB (HMB) a proteólise foi de 79,2± 8,1 nmol.mg.-
1h-1 e nos animais com imobilização da pata e suplementados com HMB (Imob-
HMB) a proteólise foi de 83,8±9,4 nmol.mg.-1h-1. O procedimento de imobilização 
atrofiou a musculatura esquelética alvo conforme demonstrado pela área de secção 
transversa do músculo sóleo (Figura 18), mas por este achado nos não podemos 
afirmar que isto foi decorrente de um aumento na proteólise, uma vez que não 
encontramos diferença significativa entre imobilizados ou não e suplementados ou 
não.  
 
5.7 PROTEÓLISE TOTAL DOS MÚSCULOS DOS ANIMAIS EM JEJUM 
 
Nas figuras 22 e 23 estão apresentados os resultados sobre a proteólise total 
dos músculos sóleo e extensor longo dos dedos (EDL) respectivamente, dos animais 






















FIGURA 22 – Determinação proteólise total, pela liberação de tirosina, pelos 
músculos sóleos, obtidos dos animais alimentados, submetidos a um jejum de dois 
dias suplementados com HMB (Jejum+HMB) ou o veículo (Jejum+CaCO3). Os 
dados estão apresentados como média ± EPM de 8 a 9 músculos por grupo. O 


























FIGURA 23 – Determinação proteólise total, pela liberação de tirosina, pelos 
músculos EDL, obtidos dos animais alimentados, submetidos a um jejum de dois 
dias suplementados com HMB (Jejum+HMB) ou o veículo (Jejum+CaCO3). Os 
dados estão apresentados como média ± EPM de 8 a 9 músculos por grupo. O 
mesmo experimento foi repetido duas vezes com resultados similares. (a) p < 0,05 
quando comparado ao grupo alimentado.  
 
A proteólise total (nmol.mg.-1h-1) mensurada pela liberação de tirosina, nos 
músculos dos animais do grupo alimentado, jejum+CaCO3, e jejum+HMB.  No 
músculo sóleo (Figura 22) não foi observado diferença na proteólise entre os grupos 
investigados (p>0,05). Por outro lado, no EDL (Figura 23), no grupo alimentado a 
taxa de proteólise foi de 36,0±2,6 nmol.mg.-1h-1. A indução de 48 horas de jejum 
elevou a proteólise em 45,1±2,4 nmol.mg.-1h-1, que representou um aumento de 
25,3% no grupo suplementado com HMB (Jejum+HMB).  No controle jejuado 
(Jejum+CaCO3) a proteólise foi de 46,1±1,6 nmol.mg.
-1h-1, que significou elevação 












5.8 PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA DA MUSCULATURA ESQUELÉTICA 
 
A produção de lipoperóxido, pela musculatura esquelética obtida dos animais 
cujas patas foram imobilizadas ou não e, suplementados ou não, está apresentada 
na figura 24.  
 





















FIGURA 24 – Peroxidação lipídica nos músculos sóleos obtidos dos animais 
controle (C), pata imobilizada (Imob), suplementado com HMB e, pata imobilizada 
suplementados com HMB (Imob-HMB). Os dados estão apresentados como média ± 
EPM de 7 a 9 músculos por grupo. O mesmo experimento foi repetido duas vezes 
com resultados similares. (a) p < 0,05 quando comparado ao C e HMB.  
 
 A peroxidação lipídica (nmol.mg-1 de proteína) no grupo controle foi de 
0,012±0,004. A imobilização induziu a uma elevação da peroxidação lipídica de 
0,039±0,006, a qual foi de aproximadamente 3,2 vezes maior que a do C (P<0,001). 
O grupo cuja pata não foi imobilizada, mas recebeu suplementação com HMB (HMB) 
teve a peroxidação similar à do C (P>0,05) sendo de 0,018±0,005. Já no grupo 
imobilizado e suplementado com HMB (Imob+HMB) a peroxidação foi de 
0,043±0,006, a qual foi similar à do grupo imobilizado mas não suplementado 








5.9 EXPRESSÃO PROTÉICA DA SUBUNIDADE p65 DO NF-kB 
 
Na figura 25 está apresentada uma banda, ilustrativa, da expressão protéica 
da subunidade p65 do NF-kB e os resultados gerais obtidos deste fator de 
transcrição em forma de gráfico de colunas.  
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FIGURA 25 – Expressão protéica da subunidade p65 do NF-kB em unidades 
arbitrárias (U.A.), nos músculos sóleos obtidos dos animais controle (C), pata 
imobilizada (Imob), suplementado com HMB e, pata imobilizada suplementados com 
HMB (Imob-HMB). Os dados estão apresentados como média ± EPM de 09 a 11 
músculos por grupo. O mesmo experimento foi repetido três vezes com resultados 
similares. 
 
 A expressão protéica do NF-kB (U.A.) foi de 173,3 ± 5,6 e 170,2 ± 4,9 para os 
músculos obtidos dos animais controle (C) e com patas imobilizadas (imob), 
respectivamente. Os animais do grupo suplementado com HMB (HMB) 
apresentaram o mesmo perfil de valores de expressão protéica, ou seja, 173,3 ± 2,7 
e 173,1 ± 3,4 para o grupo com pata não imobilizada e, imobilizado e suplementado 
com HMB (Imob+HMB), respectivamente. Assim, os valores obtidos referentes a 
expressão protéica do NF-kB não diferiram significativamente em nenhum dos 





5.10 PRODUÇÃO DE LACTATO DA MUSCULATURA ESQUELÉTICA EM 
MEIO DE INCUBAÇÃO 
 
A produção de lactato em meio de incubação, pela musculatura esquelética 
dos animais submetidos à suplementação com placebo e HMB, está apresentada na 
figura 26.  
 
 






















FIGURA 26 – Produção de lactato pelo músculo sóleo incubado obtido dos animais 
dos grupos controle (C), pata imobilizada (Imob), suplementado com HMB e, pata 
imobilizada suplementados com HMB. Os dados estão apresentados como média ± 
EPM de 13 a 15 músculos por grupo. O mesmo experimento foi repetido três vezes 
com resultados similares. (a) p<0,05 quando comparado ao C e HMB.  
A produção de lactato (µmol.g-1h-1 de tecido) pela musculatura esquelética 
(Figura 26) no grupo controle (C) foi de 16,6±1,0. Após sete dias de imobilização, a 
atrofia muscular elevou significativamente a produção de lactato para 34,1±2,5 a 
qual foi aproximadamente 2 vezes maior que à do C (P<0,001). A produção de 
lactato pelo grupo cuja pata não foi imobilizada, mas foi suplementado com HMB 
(HMB) foi de 17,0±1,7, a qual não foi diferente do grupo controle (P>0,05). No grupo 
com pata imobilizado e suplementado com HMB (Imob-HMB) a produção de lactato 
foi de 35,6±3,5, significativamente maior que à do grupo HMB (P<0,001). A 
suplementação com HMB não atenuou a produção de lactato dos músculos 









 A musculatura esquelética é um tecido que contribui com aproximadamente 
40% da massa corporal total, responsável por funções básicas como locomoção, 
controle do metabolismo, respiração, etc. A musculatura esquelética apresenta 
elevada plasticidade, com a capacidade de alterar o seu tamanho e a sua 
composição de fibras em respostas as mudanças das sobrecargas mecânicas 
impostas sobre ela (FLÜCK; HOOPELER, 2003) (figura 28). 
 
 
FIGURA 27 – Vias que controlam simultaneamente a hipertrofia e a atrofia muscular 
esquelética (adaptado de HOFFMAN; NADER, 2004; HU, et al.; 2009). 
 
O treinamento resistido e o suporte nutricional estimulam a hipertrofia 
muscular, a qual é caracterizada pelo aumento no tamanho, conteúdo protéico e 
força muscular (JACKMAN; KANDARIAN, 2004; KANDARIAN; JACKMAN, 2006). 
Inversamente, a inatividade prolongada da musculatura esquelética, que ocorre em 
situações como repouso total (bed rest), imobilização do membro, microgravidade e 




conhecida como atrofia muscular (JACKMAN; KANDARIAN, 2004; KANDARIAN; 
JACKMAN, 2006). A atrofia da musculatura esquelética é também uma complicação 
devastadora de muitas doenças como o câncer, AIDS, sepse, diabetes, doença 
obstrutiva pulmonar crônica (DPOC), insuficiência cardíaca, terapia com elevada 
doses de glicocorticóides, lesões por queimaduras e fibrose cística (TISDALE, 2009; 
VENTADOUR; ATTAIX, 2006). Portanto, pode-se inferir que a atrofia muscular pode 
surgir de situações que resultem em diminuição da síntese protéica, aumento da 
taxa de proteólise ou de ambas (VENTADOUR; ATTAIX, 2006). Diante disto, utilizar 
meios que possam intervir com os efeitos devastadores da atrofia muscular é 
extremamente importante, pois isto teria impacto direto sobre a capacidade da 
musculatura esquelética em realizar suas funções básicas. 
A suplementação com o HMB foi relatada ser capaz de diminuir, 
significativamente, a proteólise induzida pelo exercício, mensurada pela 
concentração de 3-metil-histidina na urina (NISSEN, et al., 1996), além de aumentar 
a massa magra (VUKOVICH, STUBBS, BOHLKEN, 2001; JOWKO, et al., 2001). A 
suplementação com HMB, também foi mostrado ser hábil em inibir a degradação 
protéica e estimular a síntese protéica, em ratos em estado de caquexia (SMITH, et 
al., 2005). O efeito do HMB sobre a atrofia muscular induzida pelo tumor é mediado 
pela inibição da secreção do fator indutor de proteólise (PIF), produzido pelo tumor. 
Este fator foi demonstrado ser capaz de aumentar a atividade da via da ubiquitina 
proteassoma, através da sinalização que leva a ativação do NF-kB (SMITH, et al., 
2004). Este por sua vez causa severa degradação muscular, em ratos (CAI, et al., 
2004).  
No presente estudo em que ambos os grupos que tiveram suas patas 
imobilizadas, submetidos à suplementação ou não com HMB, apresentaram 
diminuição significativa da massa corporal ao sétimo dia de imobilização quando 
comparado ao primeiro dia. Este nosso achado corrobora o de outros que também 
demonstraram que a atrofia pela imobilização do membro posterior resulta em perda 
da massa corporal (ANSVED, 1995; HARJOLA, et al., 2000), e foi sugerido que estes 
resultados parecem estar relacionados a menor ingestão de alimentos devido à 
limitação de movimento e ao estresse provocado pela imobilização (ANSVED, 1995). 
Estudo prévio demonstrou que a suplementação com HMB durante um período de 
oito semanas, foi capaz de aumentar a massa corporal de ratos da linhagem Wistar 




suplementação apenas por uma semana, utilizando a mesma dosagem. Isso 
demonstra que o fator tempo desempenha papel fundamental no estabelecimento de 
ganho de massa corporal. Isto também poderia explicar o porque da falta de efeito 
observado nos animais imobilizados quando submetidos a suplementação com HMB.  
A suplementação com HMB durante um período de nove dias em camundongos 
portadores do tumor MAC16 promoveu atenuação na perda de massa corporal 
induzida pela presença do tumor, contudo, apesar do tempo próximo ao do presente 
estudo, estes efeitos somente aconteceram em doses de 125 a 250 mg.kg.-1d-1 
(SMITH, WYKE, TISDALE, 2005), ou seja, aproximadamente de duas a quatro vezes 
maior que a dose por nós investigada. foi escolhida esta dose, porque esta é uma 
dose fisiológica, talvez em situação patológica haja necessidade de incremento de 
dosagem para observação de efeito benéfico quanto a ganho de massa corporal, 
preferencialmente a massa magra. Esta nossa hipótese pode ser suportada pelos 
estudos que utilizaram doses de 50 mg.kg.-1d-1 (SMITH, WYKE, TISDALE, 2005), o 
qual é uma dose menor, mas próxima a que usamos no presente estudo, onde os 
autores relataram que essa dose não foi capaz de atenuar a perda de massa 
corporal. A suplementação com 3 g.d-1 de HMB durante nove semanas foi ineficaz 
em alterar a composição corporal (percentual de gordura e massa magra) em 
particular a massa corporal total em humanos, quando realizada em conjunto com o 
treinamento resistido (THOMSON, WATSON, ROWLANDS, 2009). Ao reunir todos 
estes estudos, percebe-se que os resultados ainda não são claros e, que doses 
fisiológicas de suplementação com HMB parecem ser ineficazes sobre a massa 
corporal, principalmente, quando o animal é submetido a condições estressantes, 
como a imobilização da pata ou câncer.  
Uma forma eficiente para avaliar se o modelo de indução de atrofia está 
realmente atrofiando a musculatura alvo, é mensurar alterações no peso muscular 
(SMITH, WYKE, TISDALE, 2005; GOLDSPINK, 1977; COUTINHO, et al., 2002; 
GOMES, et al., 2004; CARON, et al., 2009). No presente estudo, encontramos 
diminuição da massa dos músculos submetidos ao procedimento de imobilização nos 
animais de ambos os grupos (suplementados ou não), demonstrando que a 
imobilização foi capaz de atrofiar a musculatura alvo. Estes dados estão em 
consonância com os de outros estudos, nos quais verificaram que a imobilização 
resultou em menor massa muscular quando comparada à massa muscular do 




al., 2004; HARJOLA, JÄNKÄLÄ, HÄRKÖNEN, 2000). Além do mais, encontramos 
que a suplementação com HMB não foi capaz de atenuar a perda de massa 
muscular do sóleo da pata imobilizada quando comparada à do sóleo da pata 
imobilizada do grupo não suplementado. Em outro estudo, foi verificado que a 
suplementação com HMB foi capaz de aumentar o peso do sóleo de camundongos 
portadores do tumor MAC16, após oito dias de inoculação do tumor (SMITH, WYKE, 
TISDALE, 2005). Contudo, a concentração de HMB utilizada no estudo foi de 250 
mg.kg.-1d-1 (SMITH, WYKE, TISDALE, 2005), diferente da concentração utilizada no 
presente estudo (76 mg.kg.-1d-1), ou seja, uma dose de aproximadamente quatro 
vezes maior, do que a considerada fisiológica. Novamente, a dose de HMB utilizada 
no nosso estudo foi de 76 mg de HMB.kg.-1dia -1, porquê é a dose equivalente a 
utilizada em estudos envolvendo a suplementação com HMB em humanos 
(GALLAGHER, et al., 2000a), o qual, corresponde a aproximadamente 3-6 g.dia-1 de 
HMB para um indivíduo de 80 kg (GALLAGHER et al., 2000a; NUNES ; 
FERNANDES, 2008). 
Outro parâmetro utilizado para verificar, quantitativamente, a atrofia muscular 
é por meio da análise da área de secção transversa das fibras musculares 
(COUTINHO, et al., 2002; GOMES, et al., 2004; CARON, et al., 2009). Tem sido 
proposto que o efeito anabólico da suplementação com HMB está na sua 
capacidade de atenuar o aumento da taxa de proteólise (NISSEN, et al., 1996; 
NISSEN; ARUMBAD, 1997), efeito muito comum que ocorre em situações que 
resultem em atrofia muscular induzida pela imobilização ou repouso no leito 
(JACKMAN; KANDARIAN, 2004; KANDARIAN; JACKMAN, 2006).  
O presente estudo demonstrou, por meio da análise da área de secção 
transversa das fibras musculares, que a imobilização atrofiou significativamente as 
fibras musculares dos músculos imobilizados quando comparados aos músculos 
controle da pata contra-lateral de ambos os grupos. Estes resultados estão de 
acordo com os resultados relatados por outros estudos (COUTINHO, et al., 2002; 
GOMES, et al., 2004; CARON, et al., 2009). Porém, a suplementação com HMB não 
foi capaz de atenuar a diminuição da área de secção transversa das fibras 
musculares do sóleo imobilizado, quando comparada à do sóleo imobilizado do 
grupo não suplementado (placebo). Talvez a explicação para tal achado resida na 




Em outro estudo publicado recentemente foi demonstrado que a atrofia 
muscular induzida pelo desuso, causa lesões ultra-estruturais nos sarcômeros 
(SALAZAR, MICHELE, BROOKS, 2010), resultados estes que corroboram os 
resultados obtidos aqui. Contudo, até o presente momento, nenhum estudo procurou 
analisar quais os efeitos da suplementação com HMB, em nível ultra-estrutural sobre 
o sarcômero de músculo atrofiado. Os resultados obtidos aqui, na dose e modelos 
utilizados, não dão suporte para a hipótese proposta sobre a suplementação com 
HMB, ou seja, efeito anabólico, anti-proteolítico, protetor contra lesões musculares 
(NISSEN, et al., 1996; NISSEN; ARUMBAD, 1997; WILSON, WILSON, MANNINEN, 
2008). 
Um dos principais achados sobre o papel do HMB é a demonstração de seu 
efeito inibidor da proteólise (NISSEN, et al., 1996; NISSEN; ARUMBAD, 1997). Outra 
característica da atrofia muscular, além de diminuída área de secção transversa, 
perda de peso muscular e aumentada lesão estrutural, é a aumentada taxa de 
proteólise. A proteólise total foi avaliada por meio da liberação de tirosina no meio de 
incubação na presença de ciclohexamida, para bloquear processo de síntese 
protéica. Portanto, a concentração de tirosina no meio de incubação refletiria a taxa 
de quebra de proteína total (BAVIERA, et al., 2008; GOLDSPINK, 1977; 
TAILLANDIER, et al., 1996; GOODMAN, MCELANEY, RUDERMAN, 1981). A partir 
disto, investigamos se na dose e tempo utilizado haveria efeito anabólico do HMB 
sobre a musculatura esquelética em estado de atrofia, pois o HMB tem efeito anti-
proteolítico (NISSEN, et al., 1996; NISSEN; ARUMBAD, 1997; WILSON, WILSON, 
MANNINEN, 2008). Interessantemente, o procedimento de imobilização, ao contrário 
do que esperávamos, não aumentou a proteólise na musculatura esquelética 
imobilizada. Estudo de atrofia muscular induzida pelo desuso a partir da imobilização 
da pata posterior, demonstrou que a síntese protéica estava diminuída em seis 
horas após a imobilização, e um maior decréscimo na síntese protéica ocorreu com 
o aumento do período de tempo de imobilização (GOLDSPINK, 1977). As mudanças 
na proteólise foram mais lentas do que as mudanças na síntese no início da 
imobilização do músculo sóleo (GOLDSPINK, 1977). Depois de dois dias, a 
proteólise estava aumentada, quando esta foi expressa por mg de músculo, porém, 
quando esta era expressa pelo peso total do músculo, a taxa de degradação 
protéica estava diminuída, indicando que o percentual de perda de peso excede o 




a síntese protéica no músculo esquelético, não podemos descartar esta 
possibilidade, contudo demonstramos que ao sétimo dia, a proteólise, expressa por 
nmol de tirosina por mg de músculo, ao final de duas horas de incubação, não 
estava significativamente aumentada. Isto dá um indicativo que devemos investigar 
a síntese protéica o que talvez ajude a entender o fenômeno.  Investigações em 
humanos sobre o turnover protéico em situação de desuso relataram que a variável 
primária que muda e auxilia na perda de massa muscular é a redução da síntese 
protéica, a qual nestes indivíduos se encontrava diminuída tanto no estado pós-
absortivo quanto no pós-prandial, enquanto que a proteólise muscular parece não se 
alterar (PHILLIPS, GLOVER, RENNIE, 2009). Existem estudos demonstrando que a 
atrofia muscular induzida pelo desuso, ao menos nos períodos iniciais ocorrem por 
diminuição da síntese protéica ao invés de aumento da proteólise e, que após esta 
fase inicial, a proteólise passa a ser determinante para o processo de atrofia 




FIGURA 28 – Taxa de síntese e degradação estimada no sóleo a partir do modelo 
de suspensão da cauda. A figura demonstra que ao dia 0 de suspensão da pata 
posterior, os animais não apresentam perda no conteúdo de proteína miofibrilar, 




uma queda na síntese protéica ao invés de um aumento na proteólise, e isto 
persistiu até o quarto dia. Somente ao sétimo dia a atrofia era decorrente tanto de 
uma queda da síntese protéica quanto de um aumento da proteólise. A linha azul 
demonstra que ao quarto dia de suspensão da pata posterior, a proteólise retorna 
aos valores basais, e a linha verde, demonstra que somente ao sétimo dia a 
proteólise se eleva (adaptada de THOMASON, BIGGS, BOOTH, 1989). 
 
 Informações sobre síntese e degradação protéica estão explicitadas na Figura 
28. Em sete dias do modelo de baixa exposição a sobrecarga na musculatura 
esquelética, a síntese protéica diminui, e foi determinante para a atrofia muscular 
(THOMASON, BIGGS, BOOTH, 1989). Em adição, a proteólise diminuiu nos 
períodos iniciais de atrofia muscular, e que somente no quarto dia, ocorreu 
equivalência em relação aos valores iniciais (THOMASON, BIGGS, BOOTH, 1989). 
Apesar do estudo não demonstrar, pode-se postular que a diferença entre o quarto e 
o sétimo dia não é grande o suficiente para ser significativa. Nossos resultados 
corroboram estes achados porém, apesar de serem modelos caracterizados como, 
modelos de atrofia muscular induzida pelo desuso, metodologicamente são modelos 
diferentes um do outro, mas mecanicamente idênticos.  
Homens jovens submetidos à imobilização da perna, devido a uma fratura, 
apresentaram grande redução da síntese protéica (GIBSON, et al., 1987; GIBSON, 
et al., 1988). Estes autores sugerem que a queda da proteólise, que acompanhava a 
queda da síntese protéica, poderia ser uma mudança adaptativa, pois se isso não 
ocorresse, a atrofia ocorreria numa velocidade muito maior do que comumente 
ocorre (GIBSON, et al., 1987). A queda na síntese protéica no período pós-prandial, 
fenômeno conhecido como resistência anabólica pode ser acompanhada por uma 
diminuída proteólise (GLOVER, et al., 2008; PHILLIPS, GLOVER, RENNIE, 2009). A 
imobilização unilateral do joelho em humanos jovens e saudáveis diminui 
significativamente a síntese protéica miofibrilar no quadríceps no estado pós-
absortivo (GLOVER, et al., 2008). A infusão de baixa e alta dose de aminoácidos (43 
e 261 mg.kg-1.h-1), não aboliu os efeitos da imobilização sobre a atrofia muscular, 
demonstrando que nesta situação, os indivíduos encontravam-se em resistência 
anabólica a infusão de aminoácidos (GLOVER, et al., 2008). Assim, a maior perda 
da massa muscular na atrofia pela imobilização parece ser é decorrente da queda 




Humanos treinados, que realizaram em média sete horas de treinamento de 
força, semanalmente, por 28 dias, juntamente com a suplementação de 0, 3, ou 6 
gramas de HMB diariamente, não obtiveram redução significante dos marcadores de 
lesão muscular, massa corporal gordurosa, aumento de massa magra ou 
performance no levantamento de peso (teste de 1 repetição máxima) (KREIDER, et 
al., 1999). Outros estudos têm também relatado resultados similares (HEWITT, et al., 
2006; SLATER, et al., 2001; WILSON, et al., 2009; PADDON-JONES, KEECH, 
JENKINS, 2001). No estudo atual, foi verificado que a imobilização do membro 
resulta em diminuição do peso muscular, da área de secção transversa das fibras 
musculares e causa lesões nos sarcômeros dos músculos atrofiados, sendo esta 
última, um marcador direto de lesão muscular. Além do mais, a suplementação com 
HMB não foi capaz de atenuar estas alterações decorrentes da atrofia, resultados 
que estão de acordo com os estudos publicados previamente, nos quais, também 
demonstraram que o HMB não altera os indicadores indiretos de lesão muscular 
(HEWITT JENNIFER, et al., 2006; SLATER, et al., 2001; WILSON, et al., 2009; 
PADDON-JONES, KEECH, JENKINS, 2001).  
 Para confirmar se os resultados obtidos nos ensaios realizados estavam 
corretos e demonstrar que não ocorreram erros técnicos, foi realizado outros ensaios 
utilizando ratos jovens Wistar (~120g), submetidos a um jejum de 48 horas e 
suplementados com HMB durante este mesmo período. Encontramos após 48 horas 
de jejum, que o sóleo dos animais dos grupos suplementados com HMB ou não, não 
apresentavam aumento na proteólise total. Interessantemente o músculo EDL, que é 
um músculo rico em fibras do tipo II, dos animais submetidos ao jejum 
suplementados ou não com HMB, apresentaram aumento na proteólise total quando 
comparados ao EDL dos animais do grupo alimentado. O aumento na proteólise 
total verificado para o músculo EDL nos permite confirmar que os dados dos ensaios 
estavam corretos e não eram artefatos de técnica. Além do mais, sugerem que pelo 
menos no jejum de 48 horas, existe uma diferença na proteólise para músculos de 
diferentes composições predominantes de fibras musculares, com o EDL sofrendo 
uma maior proteólise em comparação ao sóleo, músculo rico em fibras do tipo I. Tem 
sido demonstrado que ratos Wistar jovens, quando submetidos ao jejum de 48 
horas, apresentam uma diminuição da síntese protéica nas primeiras 24 horas tanto 
no sóleo como no EDL (LI; GOLDBERG, 1976). No entanto, a proteólise foi maior no 




síntese e degradação no EDL quando comparados ao sóleo, podem conferir ao EDL 
uma maior perda de peso em relação ao sóleo (LI; GOLDBERG, 1976). Parece que 
a atrofia induzida pelo jejum ocorre devido aos aumentos nas concentrações de 
cortisol e diminuições das concentrações de insulina (GOLDBERG; GOODMAN, 
1969). Além do mais, utilizam-se na maioria dos estudos os músculos brancos como 
o EDL, porque estes músculos são mais sensíveis aos glicocorticóides do que os 
músculos vermelhos, como o sóleo (GOLDBERG; GOODMAN, 1969). Estes 
achados ajudam a explicar os resultados obtidos no presente estudo, o qual 
demonstrou que a proteólise encontrava-se aumentada após 48 horas de jejum no 
EDL quando comparada à do sóleo. Foi verificado também, que a suplementação 
com HMB não atenuou a proteólise observada no EDL dos animais submetidos ao 
jejum, quando comparado aos animais do grupo placebo e do grupo alimentado. Foi 
relatado que em músculo EDL obtidos de animais submetidos a jejum de 48 horas, a 
presença de 10 mM de leucina no meio de incubação, não atenuou os efeitos 
proteolíticos do jejum (BUSQUETS, et al., 2002). No entanto, não é possível postular 
que o jejum possa ser tão estressante quanto à imobilização para induzir resistência 
anabólica, apenas que a suplementação com HMB não foi capaz de atenuar a 
proteólise muscular nestes indivíduos.  
 As espécies reativas de oxigênio (EROs) são produzidas na musculatura 
esquelética inativa, assim como na musculatura esquelética submetida ao esforço 
físico (POWERS, et al., 2010). Quando a produção de EROs na célula excede a 
capacidade de eliminar estes oxidantes, o estresse oxidativo ocorre. Um estado pró-
oxidante nas células pode alterar a estrutura e função das proteínas, lipídios e 
ácidos nucléicos, resultando em lesão celular, e, em circunstancias estremas morte 
celular (POWERS, KAVAZIS, MCCKUNG, 2007). Os primeiros radicais gerados nas 
células são o ânion superóxido e o óxido nítrico e, ambos podem ativar uma 
variedade de sinalização celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007 apud POWERS, 
et al., 2010). O ânion superóxido é gerado pela adição de um elétron ao oxigênio no 
estado molecular, e isto pode ocorrer via transferência de um elétron na mitocôndria 
e por muitos sistemas enzimáticos localizados nas células (POWERS, et al., 2010). 
Especialmente, a produção de ânion superóxido, pode ocorrer em muitos locais na 
musculatura esquelética, incluindo mitocôndria, retículo sarcoplasmático, túbulos 






FIGURA 29 – Ilustração das potencias fontes de produção de EROs na musculatura 
esquelética. Note que o anion superóxido pode ser produzido em muitos sítios na 
fibra muscular, incluindo, NADPH oxidase, xantina oxidase e mitocôndria. Óxido 
nítrico (NO.), anion superóxido (O2.-), peróxido nitrito (ONOO-) (adaptado de 
POWERS, et al., 2010). 
 
O peróxido de hidrogênio (H2O2) não é um radical e é um fraco oxidante, com 
meia vida relativamente longa, e esta longa meia vida permite sua difusão nas 
células e passagem através das membranas celulares (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 
2007 apud POWERS, et al., 2010). Além do mais, o H2O2 reage com diferentes 
moléculas na célula e pode ativar uma variedade de vias de sinalização (POWERS, 
et al., 2010). Coletivamente, estas propriedades tornam o H2O2 importante molécula 
de sinalização das EROs na célula (VEAL, et al., 2007). Estudos iniciais mostraram 
que a atrofia induzida por imobilização da musculatura esquelética estava associada 
com a aumentada produção de radicais livres de oxigênio, resultando em lesão 
oxidativa nas fibras musculares inativas (KONDO, et al., 1992; KONDO, NISHINO, 
ITOKAWA, 1994). Como mencionado anteriormente, a PKR está envolvida na 
formação EROs (ELEY, et al., 2008), e a formação de EROs parece ser o 
mecanismo chave da atrofia muscular induzida pelo desuso (POWERS, KAVAZIS, 
MCCKUNG, 2007). Contudo, quando se expõe as linhagens de células C2C12 em 
meio de cultura ao TNF-α ou angiotensina II, um aumento na proteólise por meio da 
ativação da PKR. Após 30 minutos de exposição existe um aumento na produção de 




cultura o HMB (50µM), este tem a capacidade de atenuar a ativação da PKR (ELEY, 
et al., 2008), e conseqüentemente, a formação de EROs. Neste sentido, se o HMB 
atenuar a ativação da PKR e conseqüentemente a formação de EROs, ele poderia 
atenuar a atrofia muscular em músculos que são submetidos a um procedimento 
que resulte em atrofia.  
No presente estudo, a atrofia muscular induzida pela imobilização elevou 
significativamente a produção de lipoperóxidos na musculatura esquelética dos ratos 
suplementados ou não com HMB. Porém, diferentemente do que se esperava, a 
suplementação com HMB não atenuou a produção de lipoperóxidos dos músculos 
atrofiados. Estes resultados novamente contrariam a hipótese inicial do estudo, a 
qual sugeriu que a suplementação com HMB atenuaria a atrofia muscular induzida 
pela imobilização, assim como os marcadores da atrofia muscular.  
O NF-kB representa uma família de cinco fatores de transcrição (p65 ou Rel 
A, Rel B, c-Rel, p52 e p50), nos quais medeiam uma variedade de processos 
dependendo do tipo célula e dos seus respectivos ativadores (JACKMAN; 
KANDARIAN, 2004). Exemplos incluem os efeitos sobre apoptose, imunidade e 
inflamação, e, desenvolvimento e diferenciação celular (BALDWIN, 1996). Existem 
muitas evidencias de estudos in vitro, modelos experimental animal e de doenças 
em humanos, sugerindo que a ativação do NF-kB pode levar a atrofia muscular (LI; 
MALHOTRA; KUMAR, 2008).  Foi relatado perda de massa muscular através da 
proteólise dependente do proteassoma, pois a expressão da ubiquitina ligase 
MuRF1, estava aumentada em ratos com a forma constitutivamente ativa do MIKK, 
uma quinase específica do músculo para a IKK (CAI, et al., 2004). Isto mostra que 
existe ligação entre a via do NF-kB com a via da ubiquitina proteassoma ATP-
dependente. Por outro lado, o cultivo de miotúbulos C2C12 na presença de HMB 
inibiu a PKCα e conseqüentemente diminui a atividade e a expressão de 
componentes do sistema ubiquitina proteassoma ATP-dependente (SMITH, WYKE, 
TISDALE, 2004). Em estudo posterior, os mesmo autores demonstraram haver 
diminuição da expressão das subunidades alfa e beta da estrutura 20S e da proteína 
p42 da estrutura 19S do complexo 26S do proteassoma, após a suplementação com 
HMB (SMITH, WYKE, TISDALE, 2005). Como todos os membros da família do NF-
kB são expressos na musculatura esquelética (HUNTER, et al., 2002), e devido ao 
seu envolvimento na atrofia muscular, verificar quais os efeitos da suplementação 




muscular é essencial, pois, o HMB poderia ser utilizado como medida terapêutica 
atenuadora contra a perda de massa muscular. No presente estudo, a expressão do 
conteúdo total da subunidade p65 do NF-kB não diferiu significativamente entre os 
músculos imobilizados e não imobilizados dos grupos suplementados ou não com 
HMB. Neste sentido, pode-se sugerir que a subunidade p65 do NF-kB, apesar de 
presente na musculatura esquelética, não está envolvida com a atrofia muscular 
induzida pela imobilização durante sete dias de imobilização. É provável também, 
que a não observação de alteração desta subunidade seja decorrente do período de 
tempo de exposição a imobilização do membro. Outro resultado diferente do 
esperado é o efeito da suplementação com HMB sobre a expressão do NF-kB, pois, 
esperava-se que o HMB diminuísse a expressão deste fator de transcrição, como foi 
demonstrado em outros estudos (SMITH, WYKE, TISDALE, 2004; SMITH, WYKE, 
TISDALE, 2005; ELEY et al., 2007). Como demonstrado anteriormente, os 
resultados dos estudos envolvendo a suplementação com HMB são contraditórios, 
e, se o HMB realmente diminui a expressão do NF-kB, talvez estes diferentes 
resultados possam ser decorrentes do modelo experimental utilizado para induzir 
atrofia muscular, ou, do período de tempo de suplementação com HMB e, até 
mesmo da dose de HMB utilizada nos estudos. 
Em resposta ao diminuído uso, a musculatura esquelética sofre um 
remodelamento redutivo adaptativo (STEIN; WADE, 2005) demonstrando que o 
perfil do fenótipo metabólico mensurado pelas atividades das enzimas lactato 
desidrogenase e da citrato sintase (VERMAELEN, et al., 2007) está alterado. Pouco 
se sabe sobre as conseqüências metabólicas associadas com a atrofia induzida pelo 
desuso, sobre o produto destas enzimas. No presente estudo, o fenótipo metabólico 
da musculatura esquelética foi avaliado indiretamente pela produção basal de 
lactato. A atrofia muscular elevou significativamente a produção de lactato pela 
musculatura esquelética imobilizada em comparação à não imobilizada. Em outros 
estudos, foi demonstrada alteração fenotípica na musculatura esquelética sujeita a 
suspensão da pata posterior, o qual diminui a proporção de fibras do tipo I, e 
aumentou a proporção de fibras hibridas do tipo I e do tipo IIa no sóleo 
(DESPLANCHES, et al., 1987). Além do mais, este modelo de atrofia muscular leva 
a mudança na cadeia pesada (MHC) de miosina lenta para rápida, demonstrando 
que a proporção da isoforma IIa da MHC eleva-se no sóleo (MCDONALD; FITTS, 




Tem sido demonstrado previamente que a imobilização do membro posterior 
durante cinco dias, não alterou a atividade da enzima citrato sintase ou a expressão 
da isoenzima lactato desidrogenase entre os músculos controle e imobilizados tanto 
do sóleo quanto do músculo plantar (VERMAELEN, et al., 2007). Porém, tem estudo 
demonstrando que a suspensão da pata posterior durante 4 semanas reduz em 40% 
a atividade da citrato sintase juntamente com uma mudança nas isoformas da MHC 
lenta para rápida (DUBOUCHAUD, et al., 1996). Com a realização da atividade 
contrátil, as fibras do tipo I dos animais submetidos a suspensão da pata posterior 
durante duas semanas mostraram uma maior utilização de glicogênio e maior 
acúmulo de lactato quando comparado com as fibras do tipo I controle (GRICHKO, 
et al., 2000). Estes achados estão de acordo com os encontrados aqui, o qual 
mostrou que a produção de lactato basal eleva-se nos músculos atrofiados 
submetidos a imobilização da pata posterior. Assim, os resultados obtidos no 
presente estudo poderiam indicar uma alteração de um fenótipo lento para um 
fenótipo rápido, pois as fibras musculares rápidas contêm maior capacidade 






















7. LIMITAÇÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS 
 
 
Parece existir apenas um estudo que verificou o efeito da suplementação com 
HMB sobre a proteólise total, o qual encontrou efeito anti-catabólico somente com 
altas doses (SMITH, WYKE, TISDALE, 2005). Portanto, nós não podemos descartar 
a possibilidade de altas doses exercerem efeito anti-catabólico em modelo de atrofia 
por imobilização, mas isso precisa ser testado. 
O tempo de suplementação também parece exercer efeito anti-catabólico em 
doses fisiológicas, contudo, isto ainda não foi avaliado em modelo de atrofia 
muscular induzida por imobilização, servindo de sugestão para estudos posteriores. 
Por fim, não avaliar a síntese protéica juntamente com a proteólise é uma 
limitação do estudo, pois isto confirmaria se a atrofia muscular induzida pela 



























Este estudo teve como objetivo principal verificar quais os efeitos da 
suplementação com HMB sobre a atrofia muscular induzida pelo desuso. Nós 
hipotetizamos que a suplementação com HMB atenuaria a atrofia muscular e alguns 
marcadores envolvidos com a atrofia muscular. 
Foi verificado por meio do peso muscular, área de secção transversa, análise 
ultra-estrutural dos sarcômeros e de proteólise total, que a suplementação com HMB 
não apresenta propriedade anti-catabólica na dose e tempo testados. Também foi 
verificado que na dose e tempo testados, a suplementação com HMB não foi capaz 
de alterar alguns marcadores envolvidos na atrofia muscular induzida pela 
imobilização como: estresse oxidativo por meio da lipoperoxidação, expressão 
protéica do conteúdo total do NF-kB, e, alteração do fenótipo metabólico. 
Diante disto, a suplementação com HMB não apresentou propriedade anti-
catabólica no modelo experimental utilizado no estudo atual e não foi capaz de 
alterar os marcadores envolvidos na atrofia muscular. 
Por fim, a falta de elevação na proteólise total na atrofia dos músculos 
induzida pela imobilização de sete dias, pode ser uma indicativa, de que, os 
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